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 RESUMO 
 
 
Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) do sorotipo O157:H7 é um 
importante agente de colite hemorrágica  e síndrome urêmica hemolítica em 
diversos países. Alguns estudos conduzidos no Brasil têm demonstrado a 
presença deste sorotipo, tanto em infecções humanas como no reservatório 
animal. Neste estudo, um total de 38 amostras STEC O157 isoladas no Brasil, 
Argentina, Chile, Colômbia, Estados Unidos e Uruguai, de diferentes origens, 
foram analisadas quanto as suas características fenotípicas e genotípicas. A 
pesquisa do genótipo stx e de seqüências relacionadas a outras toxinas (ehx e 
cdtV) e prováveis novas adesinas (efa1, iha, lpfO113, lpfO157, saa e toxB) foi 
realizada por PCR. O genótipo stx foi determinado por PCR-RFLP. Características 
bioquímicas e perfil de sensibilidade a drogas antimicrobianas foram determinados 
por métodos padrões. A maioria (97,3%) das amostras apresentou a seqüência 
stx2, associada ou não a stx1. Diversos genótipos stx foram observados entre as 
amostras de diferentes origens. stx2stx2c foi mais freqüente entre as amostras de 
origem humana isoladas no Brasil e Argentina, enquanto stx2c prevaleceu entre as 
amostras de origem animal. Por outro lado, stx1 associado ou não a stx2 foi 
identificado em 18,4% das amostras isoladas de bovinos e de alimentos. Todas as 
amostras, independentemente, da origem e do país, apresentaram o perfil eae-γ 
ehx efa1 iha lpfO157 toxB e um comportamento bioquímico similar, exceto três 
amostras que produziram urease e uma outra amostra que não descarboxilou a 
 lisina. Todas as amostras apresentaram o antígeno flagelar H7 pertencendo, 
portanto, ao sorotipo O157:H7. Diversos biotipos foram identificados entre as 
amostras, porém 61% destas foram classificadas em apenas quatro biotipos. 
Dentre as 38 amostras analisadas, quatro foram fermentadoras de sorbitol. A 
maioria das amostras foi sensível aos 10 antimicrobianos testados, sendo que a 
resistência a pelo menos um antibiótico ocorreu principalmente entre amostras de 
origem bovina.  
A análise do padrão de macro-restrição obtido pela enzima XbaI revelou a 
presença  de uma diversidade de padrões de PFGE nas amostras  de STEC 
O157:H7 analisadas. Contudo, uma relação significativa de similaridade foi 
identificada, sendo que vários subgrupos estreitamente relacionados, 
apresentando um índice de similaridade maior que 80%, foram identificados entre 
amostras isoladas de diferentes origens e países. 
Portanto, as amostras STEC O157:H7 isoladas de  infecções humanas, do 
reservatório animal e de alimentos no Brasil e em diferentes países apresentaram 
semelhanças com relação as características fenotípicas e genotípicas analisadas 
no presente estudo e , embora algumas diferenças particulares tenham sido 
observadas, a presença de alguns clones foi identificada entre as amostras.  
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
 
Shiga toxin-producing O157:H7 Escherichia coli has been identified as an 
important cause of hemorrhagic colites and Hemolytic Uremic Syndrome in many 
countries. Some studies conducted in Brazil have shown the presence of this 
serotype in human infections and in the animal reservoir. In the present study, a 
total of 38 E. coli O157 strains isolated in Brazil, Argentina, Chile, Colombia, United 
States and Uruguay from different sources was studied in regard to several 
phenotypic and genotypic characteristics. The detection of the stx genotype, the 
presence of other toxins (ehx and cdtV) and putative adhesin gene sequences 
(efa1, iha, lpfO113, lpfO157 saa and toxB) were identified by PCR. The stx variants 
were determined by RFLP-PCR. Several biochemical characteristics and the 
susceptibility to antimicrobial agents were identified by standard methods. Most 
(97.3%) of the strains carried stx2 alone or in association with stx1. Many 
combinations of stx genes occurred among strains of different sources. stx2stx2c 
was more frequently found among human strains isolated in Brazil and Argentina, 
while stx2c was more frequently found among animal strains. In the other hand, stx1 
alone or in combination with stx2 was identified in 18.4% of strains isolated from 
animal and food.  All strains were positive for eae-γ, efa1, ehx, iha, lpfO157 and toxB 
genes independent of their source and country, and presented similar biochemical 
behaviour, except for three strains that displayed urease activity, and one strain 
that did not decarboxylate lysine. All the strains carried the H7 flagellar antigen, 
 thus belonging to serotype O157:H7. Different biotypes were identified among the 
strains, but 61% of them belong to only four biotypes. Fermentation of sorbitol was 
only observed in four of the 38 strains analysed. Most of the strains was sensitive 
to the 10 antimicrobial agents tested, but resistance to at least one antimicrobial 
agent was more commonly  observed among bovine strains. 
A diversity of PFGE patterns was observed among the O157:H7 STEC strains 
by macrorestriction analysis of genomic DNA with XbaI. However, a high degree of 
similarity and many closely related subgroups (more than 80% of similarity) was 
identified among strains isolated from different origins and countries.  
Therefore, O157:H7 STEC strains isolated from human infections, animal 
reservoir and from food in Brazil and in different countries showed very similar 
profiles related to the phenotypic and genotypic characteristics analysed in the 
present study, and although some particular differences were detected, the 
presence of some clones was also identified among the strains.  
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
INTRODUÇÃO 
 
 
 As enterobactérias são uma família de bacilos gram-negativos que 
apresentam muitas propriedades em comum. Dentre os diferentes gêneros e 
espécies que compõem esta família encontram-se importantes agentes de 
infecções gastrointestinais, destacando-se a Escherichia coli. 
 Provavelmente, nenhuma outra espécie bacteriana é tão versátil em sua 
patogenicidade como as E. coli. A E. coli é um microrganismo anaeróbio 
facultativo da microbiota intestinal humana e de alguns animais que desempenha 
importante função fisiológica, estabelecendo uma relação comensal com o 
hospedeiro (DRASAR; HILL,1974). Entretanto, estas bactérias podem causar uma 
variedade de doenças extra-intestinais e intestinas se apresentarem um conjunto 
específico de fatores ou mecanismos de virulência (NATARO; KAPER, 1998). As 
E. coli compreendem um grande número de grupos e sorotipos cuja classificação 
se baseia na identificação dos antígenos O (somático) e H (flagelar). 
As E. coli associadas a infecções intestinais foram classificadas em seis 
patotipos com base na identificação de propriedades de virulência específicas, de 
sinais clínicos e sintomas gerados no hospedeiro, e em alguns casos, da 
ocorrência de determinados sorotipos (NATARO; KAPER, 1998). Esses patotipos 
compreendem: E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteropatogênica 
(EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli 
enteroagregativa (EAEC) e E. coli que adere difusamente (DAEC) (NATARO; 
KAPER, 1998). Uma vez que as amostras diarreiogênicas de E. coli apresentam 
2 
em geral as mesmas características bioquímicas do restante da espécie, 
seu isolamento e identificação baseiam-se, sobretudo, na presença dos fatores 
e/ou marcadores de virulência associados a cada categoria, detectáveis através 
de testes fenotípicos ou genotípicos (NATARO; KAPER, 1998). 
Dentre as distintas categorias de E. coli diarreiogênicas, as STEC merecem 
destaque uma vez que a doença causada por estas bactérias varia desde uma 
diarréia branda até severas diarréias sanguinolentas (colites hemorrágicas  CH) 
que podem evoluir para complicações extra-intestinais graves como a Síndrome 
Hemolítica Urêmica (SHU) e a Púrpura Trombocitopênica (PTT), sendo que o 
grupo de amostras relacionado a estes agravos é denominado de E. coli 
enterohemorrágica (EHEC).  
EHEC é um patógeno intestinal de baixa dose infectante. Crianças, 
menores de 10 anos e idosos constituem os principais grupos de riscos em 
desenvolver a SHU (GRIFFIN; TAUXE, 1991). Em aproximadamente 3 a 5% das 
crianças afetadas, SHU é fatal, enquanto que 12 a 30% sofrem comprometimento 
na função renal ou lesão neurológica (NATARO; KAPER, 1998; PATON; PATON, 
1998). 
Um ensaio citotóxico utilizado por KARMALI et al. (1983), o qual foi 
originalmente reportado por KONOWALCHUK et al. (1977), demonstrou que 
filtrados de cultura de algumas amostras de E. coli produziam um efeito citopático 
irreversível em cultura de células Vero (células renais de macaco verde africano). 
Por sua vez, O`BRIEN et al. (1977, 1982) reportaram que extratos de certas 
amostras de E. coli eram citotóxicos em células HeLa (células de adenocarcinoma 
de colo uterino humano) e que essa atividade citotóxica poderia ser neutralizada 
3 
por anti-soro contra toxina de Shigella dysenteriae tipo 1 (Shiga, Stx), 
denominando, então, a toxina produzida por E. coli de Shiga-like toxin (SLT).  
A confirmação de STEC como patógeno humano surgiu, no entanto, em 
1983, quando foi isolado um sorotipo até então raro de E. coli, O157:H7, por 
RILEY et al. (1983), em um surto de doença gastrointestinal ocorrido nos Estados 
Unidos. Este surto foi caracterizado por alguns sintomas, como: dores abdominais 
severas, diarréia aquosa inicial, seguida de diarréia hemorrágica, pouca ou 
nenhuma febre, quadro sintomático denominado colite hemorrágica. Este surto foi 
associado com a ingestão de hamburguer mal cozido do qual foi possível isolar 
amostras pertencentes ao mesmo sorotipo. Foi então reportado que várias 
amostras de E. coli isoladas de casos de diarréia, produziam a toxina SLT, 
incluindo uma das amostras reportadas por KONOWALCHUK et al. (1977) que 
produzia citotoxina Vero.  
Posteriormente, O´BRIEN et al. (1983) demonstraram que a toxina SLT e a 
citotoxina Vero eram a mesma toxina e que amostras de E. coli O157:H7, 
descritas por RILEY et al. (1983), produziam essa toxina. Independentemente, 
JOHNSON et al. (1983) reportaram que amostras de E. coli O157:H7 isoladas de 
pacientes com CH no Canadá, produziam a citotoxina ativa em células Vero. 
KARMALI et al. (1983) concluíram então que a citotoxina Vero e a toxina SLT 
eram um fator de virulência comum entre casos de CH e SHU e que a mesma era 
responsável pelo dano nos tecidos intestinais e renais (NATARO; KAPER, 1998). 
Desde então, o importante papel da E. coli O157:H7 na diarréia não 
sangüinolenta, CH e SHU tem sido relatado  sendo que nos últimos anos, surtos 
importantes relacionados a O157:H7 foram descritos nos Estados Unidos, e o 
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maior surto ocorreu no Japão, em 1996, onde milhares de pessoas foram 
atingidas (GRIFFIN, 1998; MICHINO et al., 1998). Entretanto, mais de 100 
sorotipos têm um potencial patogênico similar em humanos (BETTELHEIM, 2003). 
Embora a maioria dos surtos, e casos esporádicos de CH e SHU, tenha 
sido reportada, em nações industrializadas do hemisfério norte, sua ocorrência em 
países do hemisfério sul, incluindo Argentina, Austrália, Chile e África do Sul, 
também tem sido descrita (NATARO; KAPER, 1998). Mais de 50 desses sorotipos 
têm sido associados com diarréia sangüinolenta ou SHU em humanos. Porém, 
dentre os sorotipos não-O157 mais comumente associados com doenças 
humanas destacam-se O26:H11, O103:H2, O111:NM e O113:H21 (GRIFFIN; 
TAUXE, 1991). Esses sorotipos são mais comuns na Europa, Austrália e América 
Latina, onde têm sido igualmente associados à ocorrência de casos de CH e SHU 
(NATARO; KAPER, 1998).  
O Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) estima que amostras 
de E. coli O157 são responsáveis por causar aproximadamente 73.000 casos de 
doença e 60 mortes por ano nos E.U.A e amostras não-O157, 37.000 casos 
(GANSHEROFF et al., 2000; MEAD et al., 1999). 
Particularmente em relação à E. coli do sorotipo O157:H7, as fezes de 
crianças e adultos devem ser cultivadas em ágar Mac Conkey contendo D - 
sorbitol, uma vez que esta bactéria não fermenta esse carboidrato, contrastando  
com 75 a 94% de outras amostras de E. coli que são fermentadoras de sorbitol 
(FARMER; DAVIS, 1985). Embora esta conduta seja realmente recomendável, é 
necessário lembrar que certas amostras de STEC O157:H7 fermentam o sorbitol, 
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o que também acontece com outros sorotipos de STEC. O primeiro relato de uma 
amostra STEC O157 fermentadora de sorbitol isolada de um surto de SHU 
ocorreu na Alemanha (KARCH et al.,1990). Desde então, vários outros trabalhos 
têm descrito a associação dessa característica com amostras STEC O157 
relacionadas a surtos e casos esporádicos de SHU (AMMON et al., 1999), 
inclusive relatos de isolamento de amostras do sorogrupo O157 fora da Europa 
(KARL, et al., 2002).  
As STEC O157:H7 podem ser encontradas na microbiota intestinal de uma 
variedade de animais como: bovino, ovelha, porco, gato, cachorro, galinha, e 
ganso (GRIFFIN et al., 1991; BEUTIN et al., 1994; JOHNSON et al., 1996; 
WALLACE et al., 1997). Entretanto, o principal reservatório é o gado. 
Conseqüentemente, estas bactérias são transmitidas ao homem principalmente 
através de alimentos cárneos e lácteos de origem bovina, mas quaisquer outros 
alimentos contaminados direta ou indiretamente com material fecal bovino podem 
se tornar veículo da infecção (MENG; DOYLE, 1998). Subseqüentemente, uma 
variedade de itens alimentícios têm sido associada com a doença causada por 
STEC do sorotipo O157:H7, como suco de fruta não pasteurizado (CODY et al., 
1999), leite (VERNOZY-ROZAND, 1997) e água (SCHETS et al., 2005). A 
transmissão proveniente de visitas a zoológico (HEUVELINK, et al., 2002), 
fazendas (GRIF et al., 2005; LAHTI et al., 2002), através da água de recreação 
(CRAUN et al., 2005) e do contato direto pessoa  pessoa (OBRIEN et al., 2001), 
embora menos comuns, também já foram relatados. O período de incubação 
habitual é de 3-4 dias, embora já tenha sido visto incubação de 1-2 dias e de 5-8 
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dias. Entretanto, o período de permanência das STEC O157:H7 nas fezes de 
pacientes infectados varia amplamente. Alguns estudos envolvendo O157:H7 
demonstraram que pacientes com SHU inicialmente positivos para esse sorotipo, 
apresentaram-se negativos 7 dias após o início da diarréia (TARR, et al., 1990). 
O meio ambiente também é um reservatório no qual novos clones de STEC 
patogênicos para humanos, como E. coli O157:H7,  podem surgir (VERNOZY-
ROZAND et al., 2004). Essas bactérias podem sobreviver a longos períodos em 
estrume de gado, assim como em pasto e em sistemas de água. Essa observação 
tem importantes implicações na disseminação de STEC O157:H7 para a colheita, 
pelo contato direto com o adubo ou irrigação com água infectada ou na 
transmissão dessas amostras diretamente para humanos por contato direto com 
animais ou fezes dos mesmos ou solo contaminado (MAULE, 2000; WANG, 
1996).  Sendo assim, com os resultados obtidos por VEROZY-ROZAND et al. 
(2004), observou-se a importância de um manuseio apropriado, e a utilização de 
adubo e decantação, são necessários para que a contaminação do ambiente e de 
alimentos por STEC seja prevenida. 
A patogênese das infecções por STEC O157:H7 pode ser dividida nas 
seguintes etapas: sobrevivência no ambiente ácido do estômago, adesão à 
mucosa e colonização do cólon, produção e absorção de Stx e lesão vascular. 
Essas bactérias são dotadas de um sistema de regulação que lhes permite se 
adaptar e sobreviver no ambiente ácido do estômago. Este sistema é encontrado 
na maioria das amostras dos sorotipos examinados e é semelhante ao descrito em 
Shigella flexneri. Graças a esta capacidade de adaptação é relativamente 
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pequeno o número de bactérias necessárias para causar infecção (entre 100 a 
200). Ultrapassada a barreira gástrica, os patógenos sobreviventes atingem o 
intestino grosso onde aderem à mucosa, proliferam e produzem a toxina Stx. 
As toxinas Stx compõem um família de citotoxinas produzidas por Shigella 
dysenteriae tipo 1 e por amostras de STEC, no entanto, foram também descritas 
em amostras de Citrobacter freundii e Enterobacter spp. (SCHMIDT et al., 1993). 
Stx é o principal fator de virulência de STEC, é codificada por um fago e é 
responsável pelos principais sintomas graves observados nos pacientes 
infectados por essa bactéria. Stx é produzida no cólon intestinal e é transportada 
pela corrente sangüínea até os rins, onde a toxina causa danos às células 
endoteliais renais e obstrui a microvascularização, através da combinação direta 
de toxina e indução da produção local de citocinas, resultando em inflamação 
renal (ANDREOLI et al., 2002). Esse dano pode evoluir para SHU, que é 
caracterizada pela anemia hemolítica, trombocitopenia e insuficiência renal aguda. 
Essas toxinas apresentam uma estrutura básica comum a várias toxinas 
bacterianas de natureza protéica, representada pelo modelo 1A:5B. A subunidade 
A de aproximadamente 32 kDa é composta por 2 subunidades: A1 (25 kDa) que 
representa a fração ativa da toxina e A2 (4 kDa) que liga a subunidade A às 
subunidades B, formada, por sua vez, por um conjunto de frações idênticas de 7,7 
kDa, responsáveis pela ligação da toxina à célula eucariótica (MELTON-CELSA;  
O'BRIEN, 1998).  
O mecanismo de ação das citotoxinas da família Stx envolve a inibição da 
síntese protéica na célula alvo, função mediada pela subunidade A1 que 
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apresenta uma atividade de N-glicosidase, causando a remoção de um resíduo de 
adenina da fração 28S da subunidade 60S do ribossomo eucariótico, levando a 
alteração no sítio aminoacil ribossomal e conseqüente inibição do processo de 
tradução (MELTON-CELSA; O'BRIEN, 1998). Os diferentes tipos de Stx 
apresentam variações quanto à sua potência, possivelmente relacionadas a maior 
ou menor afinidade pelo receptor na superfície celular e/ou a maior eficiência no 
transporte intra e intercelular (ACHESON et al., 1998). 
A maioria das amostras de STEC O157:H7 carreia o gene stx2 e apenas 2/3 
carreiam o gene stx1 (KLEIN et al., 2002). A Stx1 é essencialmente idêntica à 
citotoxina produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1 (Stx). A Stx2 é 
antigenicamente distinta desta toxina. Por outro lado, tanto Stx1 como Stx2 
apresentam a mesma estrutura e atividade de Stx e atuam inibindo a síntese 
protéica da célula hospedeira (PATON; PATON, 1998). A similaridade genética 
entre stx1 e stx2 é de aproximadamente 55%, sendo facilmente distingüíveis, tanto 
imunológica como geneticamente (O'BRIEN et al., 1992; MELTON-CELSA; 
O'BRIEN, 1998).  
Já foram descritas várias variantes do gene stx2 (stx2c, stx2d, stx2e, stx2f e 
stx2g) e embora menos comum, algumas variantes de stx1 (stx1c). A capacidade de 
amostras de STEC em causar doenças com severidades distintas tem sido 
relacionada não apenas ao tipo de Stx, mas também a variante da toxina 
apresentada. Assim, pacientes infectados por amostras produtoras de Stx2 
desenvolveram SHU mais freqüentemente do que aqueles infectados por 
amostras produtoras apenas de Stx1 (CORNU et al., 1999). Dentre as variantes do 
gene stx2, vários estudos têm sugerido que stx2c ou apenas stx2 estão mais 
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freqüentemente relacionadas a casos de SHU, enquanto stx2d parece ser menos 
patogênica, estando associada a várias formas de diarréia, mas não a casos de 
SHU (FRIEDRICH et al., 2002; EKLUND et al., 2002). Estudos recentes 
demonstraram que stx2 e suas variantes têm maior prevalência na Argentina, 
enquanto no Brasil, stx1 isoladamente ou em associação com stx2 são mais 
comumente encontradas (GUTH et al., 2003). 
Embora a maioria dos trabalhos envolvendo fatores patogênicos de E. coli 
O157:H7 tem sido centralizada na detecção de Stx, vários outros marcadores de 
virulência, além de Stx, têm sido descritos em associação com amostras de STEC 
O157:H7, como a presença de um plasmídio de alta massa  molecular, a produção 
da lesão attaching and effaccing- A/E e a produção de enterohemolisina 
(NATARO; KAPER, 1998).  
 A capacidade de amostras de STEC associadas à colite hemorrágica em 
causar a lesão A/E apresenta características comuns àquelas descritas em EPEC 
(KAPER et al., 1998). Essas semelhanças, as quais são manifestadas 
geneticamente, sugerem, para algumas amostras, uma origem comum. Sendo 
assim, foi demonstrado por análises genéticas de STEC O157:H7, que as mesmas 
provavelmente originaram-se a partir de amostras de EPEC do sorotipo O55:H7, 
após a aquisição dos genes para produção de Stx (WHITTAM, 1998).   
A aderência íntima observada na lesão A/E tem como responsável a 
presença de uma proteína de membrana externa de 94 kDa (JERSE et al., 1990), 
denominada de intimina, que é codificada pela  seqüência eae. O gene eae 
encontra-se localizado em uma região cromossômica denominada LEE (locus of 
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enterocyte effacement), uma ilha de patogenicidade de 35 kb (Mc DANIEL et al., 
1995), que está relacionada com a capacidade de induzir o desenvolvimento da 
lesão A/E. Essa lesão se caracteriza por modificações no epitélio intestinal, como 
a destruição das microvilosidades dos enterócitos e acúmulo de actina 
polimerizada e de outros elementos do citoesqueleto, que levam à formação de 
estruturas semelhantes a pedestais, onde se encontram bactérias aderidas 
(MOON et al., 1983; DONNENBERG et al., 1997). A lesão A/E, bem como sua 
codificação pela região LEE, foi originalmente identificada no patotipo de EPEC. 
Embora as respostas celulares tenham sido melhores caracterizadas em EPEC, a 
maioria destas foram também confirmadas em STEC (KAPER et al., 1998). 
A formação da lesão A/E é essencial para colonização bacteriana na 
mucosa intestinal por patógenos LEE-postivos. Entretanto, alguns sorotipos de 
STEC, não são portadores de LEE e não são patógenos A/E (DYTOC et al., 1994;  
PATON et al., 1999). Essas amostras têm sido associadas com casos 
esporádicos, assim como a pequenos surtos de CH e SHU, mas pouco é sabido a 
respeito do mecanismo pelo qual, amostras STEC LEE-negativas aderem e 
colonizam o intestino humano.  
A intimina de STEC O157:H7 apresenta 83% de identidade na composição 
de aminoácidos da proteína total, quando comparada a intimina da amostra  de 
EPEC E2348/69. Esta divergência concentra-se na região C-terminal, onde os 
75% iniciais da proteína apresentam 94% de similaridade, enquanto os 25% finais 
possuem apenas 49% de similaridade. Tal fato talvez explique porque EPEC é um 
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patógeno de intestino delgado enquanto STEC é um patógeno de intestino grosso 
(YU; KAPER, 1992). 
O receptor da intimina é uma proteína bacteriana de 78 kDa, que é 
secretada pela bactéria através do sistema de secreção tipo III, juntamente com 
outras proteínas que compõem esse sistema de secreção. Uma vez translocada 
para a célula hospedeira, essa proteína, denominada Tir (receptor translocado de 
intimina) é fosforilada de um modo tirosina-quinase independente, o que induz um 
aumento na sua massa molecular para 90 kDa. Esse aumento causa uma 
mudança conformacional permitindo que Tir se insira na membrana da célula 
hospedeira, onde, após fosforilação dos resíduos de tirosina, atua como receptor 
da molécula de intimina (KENNY et al., 1997). Embora em STEC O157:H7 Tir não 
seja fosforilada, em outros sorogrupos de STEC, como O26, o seu processamento 
é semelhante à EPEC (PATON et al., 1998b). Variações na intimina, bem como na 
proteína Tir de STEC, sugerem também uma estratégia bacteriana de escape ao 
sistema imune do hospedeiro (PATON et al., 1998b). 
A proteína intimina apresenta similaridade com a molécula de invasina 
(proteína invasora de Yersinia spp) sendo que a atividade de ligação à célula 
hospedeira está localizada nos 280 resíduos de aminoácidos da sua porção 
carboxiterminal (Int 280) (FRANKEL et al., 1994). Por meio da pesquisa da 
variação antigênica no domínio de ligação da intimina à célula hospedeira, ADU-
BOBIE et al. (1998) identificaram quatro subtipos de intiminas: alpha (α), beta (β), 
gamma (γ) e delta (δ). Posteriormente, OSWALD et al. (2000) identificaram a 
intimina epsilon (ε) e outros subtipos de intimina foram descritos, incluindo zeta (ζ), 
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eta (η), kappa (κ) e iota (ι) (ZHANG et al., 2002) e ainda intimina micro (µ), 
intimina nu (ν) e intimina xi (ξ) (RAMACHANDRAN et al., 2003). TARR e 
WHITTAM (2002) descreveram ainda um novo subtipo, denominado intimina theta 
(θ), em um estudo sobre evolução molecular de eae em clones de E. coli O111. 
ZHANG et al. (2002), posteriormente, mostraram que seqüências de intimina γ e 
de intimina θ são quase idênticas (99,2% de identidade); sendo assim intimina θ 
poderia ser considerada como um subgrupo de γ. 
Estudos recentes sugerem que diferentes tipos de intimina têm um 
importante papel na determinação do padrão de colonização no hospedeiro. O 
sorotipo O157:H7 de STEC está relacionado particularmente ao subtipo γ de 
intimina (ADU-BOBIE et al., 1998). Esse subtipo de intimina influencia no sítio de 
colonização em um mecanismo independente do tipo de Tir. A intimina γ parece 
restringir a colonização de STEC O157:H7 a um pólo associado ao epitélio 
humano (FITZHENRU et al., 2002) 
Um grande número de amostras de STEC O157:H7 e de outros sorotipos é 
capaz de expressar um fenótipo hemolítico, que se caracteriza por pequenas 
zonas turvas de hemólise ao redor do crescimento bacteriano, somente detectado 
na fase estacionária de crescimento em meio sólido preparado com eritrócitos 
lavados (BEUTIN et al., 1988). Essa hemolisina, denominada enterohemolisina de 
EHEC (Ehx) é uma toxina formadora de poros pertencente à família das toxinas 
RTX (toxina com repetições). Foi demonstrado por SCHMIDT et al. (1994) que em 
amostras de E. coli O157:H7 e, muito freqüentemente, em amostras de outros 
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sorotipos, o gene codificador da enterohemolisina (ehxA)  está contido em um 
plasmídio de 90kb (pO157).  
A toxina citoletal distensora (CDT), uma proteína termolábil que induz 
distensão progressiva e morte de células CHO (células de ovário de hamster 
chinês), HeLa e HEp-2 (células de carcinoma de laringe humana), foi descrita 
inicialmente em amostras de EPEC. Esta toxina é codificada por três genes 
adjacentes ou ligeiramente sobrepostos (cdtA, cdtB, cdtC) os quais são 
necessários para deter o ciclo celular na fase G1 ou G2.  Dentre as cinco diferentes 
seqüências de cdt descritas, quatro delas codificando para CDT-I (SCOTT et al., 
1994), CDT-II (PICKETT et al., 1994), CDT-III (PERES et al., 1997) e CDT-IV 
(TOTH et al., 2003) estão relacionadas a amostras de EPEC, E. coli associadas a 
infecções extra-intestinais e a amostras de E. coli patogênica para animais. 
JANKA et al., 2003 descreveram um quinto cluster alélico cdtV em amostras de 
EHEC O157:NM fermentadoras de sorbitol e em algumas amostras de EHEC 
O157:H7. Posteriormente, BIELASZEWSKA et al., (2004) demonstraram tanto a 
presença de cdt-V, como a expressão de sua atividade tóxica, em alguns outros 
sorotipos de STEC. A associação significativa entre a produção de CDT-V em 
amostras de STEC isoladas de pacientes com quadros graves, levaram a 
sugestão de um provável envolvimento desta toxina com a patogenicidade destas 
amostras de STEC. 
A região LEE parece conferir um aumento na virulência, já que sorotipos de 
STEC LEE-positivo, como o O157:H7 e outros sorotipos (O26:H11, O111:NM e 
O145:NM) são muito mais comumente associados a surtos e SHU do que 
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sorotipos LEE-negativos (JENKIS et al., 2003; PATON et al., 1998b). Entretanto, a 
presença de LEE não é essencial para a patogenicidade, já que, um número de 
casos de doenças severas por STEC, incluindo SHU, assim como, surtos 
ocasionais, foram causados por amostras LEE-negativas (KESKIMAK et al., 1997; 
PATON; PATON, 1999).  
A existência de fatores de aderência adicionais a intimina têm sido então 
sugerida, e diversos estudos utilizando diferentes modelos com linhagens 
celulares epiteliais e intestinais in vitro têm sido realizados no sentido de investigar 
a existência e natureza de novas adesinas em amostras de STEC tanto LEE
positivas como em LEEnegativas (TATARCZAK et al., 2005).   
TARR et al. (2000) identificaram no DNA de E. coli O157:H7 um gene 
cromossomal cujo produto confere aderência, o qual codifica uma proteína similar 
a proteína IrgA de Vibrio cholerae (GOLDBERG et al., 1992). O produto desse 
gene foi denominado de adesina homóloga a IrgA (Iha), que é codificada por iha. 
Iha é uma proteína de 67 kDa presente em E. coli O157:H7 e  é  estruturalmente 
distinta de outras adesinas. Nesse estudo foi demonstrado que essa proteína é 
suficiente para conferir o fenótipo aderente em E. coli não-aderente de laboratório. 
Sugerindo assim, que Iha é uma nova molécula que confere aderência a E. coli 
O157:H7 em células HeLa..  
NICHOLLS et al. (2000) descreveram uma adesina denominada Efa1 (fator 
de aderência de EHEC). Essa adesina contribui para capacidade de adesão 
dessas bactérias em células CHO in vitro. Efa1 não é necessária para lesão A/E, 
em concordância com estudos anteriores, que descreveram que apenas genes 
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presentes na região LEE são requeridos para esse fenótipo (KARAOLIS et al., 
1997; McDANIEL; KAPER, 1997). Sugerindo assim, que Efa1 é responsável por 
codificar um novo fator de virulência que contribui para capacidade de adesão 
dessas bactérias. 
TATSUNO et al. (2001) investigaram o papel do plasmídio pO157 de 93 kb 
na aderência de E. coli O157:H7 (O157 Sakai) e descobriram que o gene toxB, 
presente nesse plamídio, estava envolvido no fenótipo da aderência total.  
Foi descrito por TORRES et al. (2002) um operon fimbrial cromossômico 
(lpf) em EHEC O157:H7, amostra EDL 933, que possui grande homologia ao 
operon da fímbria polar longa (LPF) de Salmonella enterica serovar Typhimurium e 
a outras fímbrias bem caracterizadas. Esse operon é responsável por codificar o 
gene de virulência lpfA O156/OI 141, que está associado ao sorogrupo O157. 
Esse estudo evidenciou que a fímbria LPF participa no aumento da aderência de 
E. coli O157:H7 a células eucarióticas e tem importante papel na formação de 
microcolônias.  
Entretanto, dentre as amostras de STEC LEE-negativas está um gene 
denominado saa, descrito por PATON et al. (2001). Esse gene foi identificado no 
megaplasmídio de uma amostra STEC O113:H21 (98NK2), responsável por um 
surto de SHU, o qual codifica uma adesina autoaglutinante designada de Saa 
(adesina autoaglutinante de STEC). Essa adesina autoaglutinante foi a primeira 
adesina a ser caracterizada em amostras de STEC LEE-negativas. 
 DOUGHTY et al. (2002) descreveram a identificação de uma seqüência 
genética (lpfO113) cromossomal de uma nova fímbria relacionada à fímbria polar 
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longa (LPF) de Salmonella enterica do sorotipo Typhimurium em amostras STEC 
do sorotipo O113:H21. STEC O113:H21 é um dos sorotipos LEE-negativo mais 
comumente isolado, porém até recentemente, nenhum gene além de stx e ehx  
tem sido documentado nessas bactérias.  
Amostras de STEC O157 são geralmente susceptíveis a uma variedade de 
antibióticos. No entanto, relatos recentes têm demonstrado a progressão da 
resistência antimicrobiana em STEC O157:H7 (MORA et al., 2005; YOU et al., 
2005; SCHROEDER et al., 2002), o que tem se tornando um grave problema no 
mundo inteiro, prejudicando o tratamento das infecções causadas por essas 
bactérias.  Alguns estudos realizados no Japão têm sugerindo que uma terapia 
antimicrobiana nos estágios iniciais de uma infecção por STEC seria capaz de 
prevenir a progressão para SHU (IKEDA et al., 1999), no entanto tratamento 
antimicrobiano nos casos de infecção por STEC é ainda considerado muito 
controverso (IGARASHI et al., 1999; YOH; HONDA, 1997). 
Uma importante meta dentre as pesquisas envolvendo STEC é o 
desenvolvimento de vacinas contra a mesma. Imunização com antígenos que 
promovem a colonização, preveniria os efeitos patalógicos manifestados na 
doença mediados pela toxina. Vacinas visando adesinas para bloquear a 
colonização tanto em humanos quanto em animais poderia ser um controle efetivo 
da infecção por STEC, já que a adesão é o passo inicial na patogênese (TOMA et 
al., 2004). 
A identificação de STEC é realizada pela dosagem das toxinas em cultura 
de tecidos (células Vero ou HeLa). O uso de células Vero é recomendado mais 
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que as células HeLa, já que as células HeLa são menos sensíveis a algumas 
variantes do gene stx2. As células são observadas por três dias para os efeitos 
citopáticos e qualquer atividade citotóxica é confirmada pela neutralização com 
antisoro Stx específico (KARMALI, 1987). No entanto, devido aos avanços das 
técnicas de biologia molecular atualmente tem-se utilizado sondas genéticas ou 
técnicas de PCR para identificação das seqüências de stx (LEVINE et al., 1987; 
GANNON et al., 1997). 
Enquanto os métodos fenotípicos baseiam-se em características 
bioquímicas, fisiológicas ou estruturais, os métodos genotípicos detectam 
variações na seqüência de ácidos nucléicos, sendo possível a análise de 
características mais estáveis, portanto, mais discriminatórias.  
Entre os métodos fenotípicos de tipagem bacteriana estão a sorotipagem, 
perfil de resistência a antimicrobianos, biotipagem, entre outros. Dentre os 
métodos genotípicos, técnicas mais tradicionais como o polimorfismo de 
fragmentos de restrição (RFLP) de DNA cromossômico a técnicas mais recentes 
como o perfil de macro-restrição em gel de campo pulsado (PFGE) (ARBEIT et al., 
1990), têm sido utilizadas assim como várias técnicas baseadas na reação de 
amplificação em cadeia da polimerase (PCR). 
Métodos de subtipagem são importantes sob o ponto de vista 
epidemiológico no reconhecimento de surtos de infecção, na detecção de 
infecções cruzadas, na determinação das fontes de infecção e na caracterização 
de cepas virulentas. 
No caso particular das STEC, a primeira etapa de diferenciação consiste na 
caracterização dos sorotipos. No entanto, na vigência de surtos, somente a 
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diferenciação em sorotipos não é suficiente para correlacionar determinadas 
cepas a um dado surto. Assim, pelas limitações impostas pelos métodos 
fenotípicos, impõem-se a utilização de técnicas baseadas no estudo do genótipo 
bacteriano ou na seqüência do DNA, para melhor discriminar as cepas 
pertencentes a um mesmo sorotipo. 
Vários estudos têm demonstrado que o PFGE, utilizando DNA totalmente 
digerido pela enzima  XbaI, é uma ferramenta extremamente importante na análise 
epidemiológica da relação entre diferentes amostras de STEC O157 (HEUVELINK 
et al., 1998, PRESTON et al., 2000, WILLSHAW et al., 1997) e que a combinação 
da genotipagem de stx, e PFGE, tem provado ser muito importante para tipagem 
epidemiológica de amostras STEC O157 (BARRET et al., 1994, GRIF et al., 1998, 
LOUIE et al., 1999, PRESTON et al., 2000, WILLSHAW et al., 1997). 
Apesar das proximidades geográficas entre Argentina e Brasil, os dados 
sobre as infecções humanas por STEC são distintos. Enquanto na Argentina a 
SHU é endêmica, no Brasil, não existe ainda um sistema de vigilância de SHU e 
os estudos conduzidos em nosso país, até 1999, que pesquisaram a ocorrência de 
STEC na doença diarréica humana, relatavam o isolamento de algumas poucas 
amostras não-O157 (GIRALDI et al., 1990; GUTH et al., 2002a).  
Entretanto, nos últimos anos, estudos conduzidos em nosso laboratório, 
descreveram pela primeira vez a ocorrência do sorotipo O157:H7 associado a 
infecções humanas em nosso país (IRINO et al., 2002), bem como o primeiro 
relato de SHU associado à infecção por STEC (GUTH et al., 2002b). Além disso, o 
sorotipo O157:H7 também  já havia sido identificado em bovinos sadios no Rio de  
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Janeiro (CERQUEIRA et al., 1999) e tem sido mais recentemente isolado em 
bovinos em São Paulo, Paraná e Rio Grande do Sul (IRINO et al., 2005; FARAH et 
al., 2003; MOREIRA et al., 2003; PIGATTO et al., 2003).  
No entanto, desconhecemos se as amostras O157:H7 isoladas nestas 
diferentes regiões do nosso país e de diferentes origens compartilham 
características fenotípicas e moleculares que poderiam caracterizá-las como 
pertencentes a um mesmo clone. 
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OBJETIVOS 
 
 
Este estudo teve como objetivo analisar amostras de STEC O157 isoladas 
no Brasil de diferentes origens quanto as suas características fenotípicas e 
genotípicas, comparando-as entre si e com amostras isoladas na Argentina, 
Colômbia, Chile, Estados Unidos e Uruguai. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
1- AMOSTRAS BACTERIANAS 
 
Foram estudadas um total de 38 amostras de STEC O157 isoladas na 
Argentina (oito amostras), Brasil (18 amostras), Colômbia (uma amostra), Chile 
(três amostras), Estados Unidos (quatro amostras) e Uruguai (quatro amostras) de 
infecções humanas, animais, alimentos e água (Tabela 1). Todas as amostras 
foram conservadas em estoque ambiente (item 2.1.1) e a - 70°C em Tryptic Soy 
Broth (TSB) (item 2.2.2) acrescido de glicerol a 15%. 
 Inicialmente, todas as amostras foram confirmadas quanto ao sorogrupo 
O157 através de aglutinação em lâmina e a presença de seqüência de stx. 
 
 
2- MEIOS DE CULTURA 
 
 Os meios de cultura, exceto quando especificados, foram de procedência 
Difco (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA), Sigma (Sigma Chemical Co., ST 
Louis, MO, USA), Merck  (Merck S.A., Rio de Janeiro, RJ), Synth (Labsynth S.A., 
Diadema, SP), Amersham (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden), 
ou Gibco-BRL (Life Technologies., Inc, Carlsbad, CA, USA). Os meios sob a forma 
desidratada foram preparados conforme as especificações dos fabricantes. 
 
22 
2.1- Utilizados para a manutenção das amostras bacterianas 
 
2.1.1- Meio estoque ambiente 
 
Bacto ágar         3g 
 
Caldo nutriente        5g 
 
NaCl          4g 
 
Água bidestilada        500 mL 
 
 O meio de cultura foi distribuído em alíquotas de 2 mL em tubos de ensaio 
de 13 mm x 75 mm (Sistema para coleta de sangue a vácuo / Vacuum II), os quais 
foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, sendo mantido a 4°C 
até o momento do uso.  
 
2.1.2- Meio estoque congelado 
 
 TSB          1mL 
 
 Glicerol 80%         0,2mL 
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2.2- Utilizados para o cultivo das amostras bacterianas 
 
2.2.1- Ágar MacConkey  
 
O meio foi preparado segundo as recomendações do fabricante e após sua 
esterilização em autoclave a 121°C foi distribuído em 20 mL em placas de Petri de 
90 mm de diâmetro, sendo mantido a 4ºC até o momento do uso. Esse meio foi 
empregado na manutenção das amostras bacterianas e para a obtenção de 
colônias isoladas. 
 
2.2.2- Caldo de Triptona de Soja (TSB) 
 
O meio foi preparado segundo as recomendações do fabricante e 3 mL 
foram distribuídos em tubos, os quais foram esterilizados em autoclave a 121°C 
por 15 minutos, sendo mantidos a 4°C até o momento do uso. Esse meio foi 
empregado para o cultivo das amostras bacterianas. 
 
2.2.3- Fluorocult 
 
 O meio foi preparado segundo as recomendações do fabricante, 
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e após a adição de agarose 2% 
foi distribuído em 20 mL em placas de Petri de 90 mm de diâmetro, sendo  
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mantido a 4°C até o momento do uso. Esse meio foi empregado para análise da 
produção da β-glucoronidase. 
 
2.2.4- Ágar Müller Hinton (MH) 
 
 O meio foi preparado segundo as recomendações do fabricante e após 
esterilização em autoclave a 121°C por 15 minutos, distribuído em 20 mL em 
placas  de Petri de 90 mm de diâmetro, sendo mantido a 4°C até o momento do 
uso. Esse meio foi empregado para a análise do perfil de resistência a 
antimicrobianos. 
 
2.2.5- Ágar de Triptona de Soja (TSA) 
 
O meio foi preparado segundo as recomendações do fabricante e após 
esterilização em autoclave a 121°C por 15 minutos, distribuído em 20 mL em 
placas de Petri de 90 mm de diâmetro, sendo mantido a 4°C até o momento do 
uso. Esse meio foi empregado no cultivo das amostras bacterianas para o preparo 
dos lisados utilizados nos ensaios de PCR. 
 
2.2.6- Utilizados para o cultivo das células Vero e HeLa e no preparo do teste 
para detecção da expressão de toxina   
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2.2.6.1- Antibiotic Medium 3  Penassay  
 
 O meio foi preparado segundo as recomendações do fabricante, distribuído 
em 5 mL em erlenmeyer de 50 mL e esterilizado em autoclave a 121°C por 15 
minutos, sendo mantido a 4°C até o momento do uso. Esse meio foi empregado 
para detecção da expressão de Stx. 
 
2.2.6.2- Meio mínimo essencial de Eagle (modificado) com sais de Eagle 
(MEM) 
 
 O MEM foi hidratado com água bidestilada, sendo o pH ajustado para 7,2 
com bicarbonato de sódio a 7,5% e, em seguida, filtrado sob pressão positiva em 
filtros com poros de 0,45 µm e 0,22 µm de diâmetro (Millipore Corporation) e, logo 
após, suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cutilab).  
 
 
3- SOLUÇÕES 
 
Os sais, exceto quando especificados, foram de procedência Merck (Merck 
S.A., Rio de Janeiro, RJ) e Synth (Labsynth S.A., Diadema, SP), e os reagentes, 
exceto quanto especificados foram Amersham (Amersham Pharmacia Biotech 
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AB, Uppsala, Sweden), Gibco-BRL (Life Technologies Inc., carsbad, CA, USA) e 
Sigma (Sigma Chemical Co., St. louis, MO, USA). 
 
3.1- Solução utilizada na análise da susceptibilidade a agentes 
antimicrobianos 
 
3.1.1- Solução salina 0,85% (NaCl)  
 
Foi preparada uma solução a 0,85% e distribuída em 3 mL em tubos após 
sua esterilização em autoclave a 121°C por 15 minutos, sendo mantida a 4°C até 
o momento do uso. Essa solução foi utilizada para diluição das culturas 
bacterianas.  
 
3.2- Utilizadas na obtenção do fenótipo enterohemolítico 
 
3.2.1- Solução tampão Salina  Fosfato 0,1 M pH 7,2 (PBS) 
 
Solução A: 
 
Na2HPO4          7,1g 
 
Água destilada q.s.p       500 mL 
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Solução B: 
 
KH2PO4          6,8g 
 
Água destilada q.s.p        500 mL 
 
 O pH da solução A foi ajustado para 7,2 com a solução B. No momento do 
uso, a solução foi diluída na proporção de 1:10 (v/v) em água bidestilada. Foi 
adicionado o NaCl para uma concentração final de 0,85% e a solução foi 
esterilizada em autoclave a 121°C durante 15 minutos, sendo mantida em 
temperatura ambiente até o momento do uso. 
 
3.3- Utilizadas no cultivo das células Vero e HeLa, e no preparo do teste para 
detecção da expressão de toxina   
 
3.3.1- Solução de vermelho de fenol a 1% 
 
 Vermelho de fenol        0,5g 
 
 NaOH 1M         3,5mL 
 
 Água bidestilada        50mL 
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Após a dissolução completa do corante, a solução foi esterilizada em 
autoclave a 121ºC por 20 minutos, sendo armazenada a 4°C até o momento do 
uso. Essa solução foi utilizada no preparo da solução de tripsina e versene (ATV) 
(item 3.3.2). 
3.3.2- Solução de Tripsina e Versene (ATV) 
 
A - Solução salina 
 
 NaCl          8,0g 
  
KCl          0,2g 
 
  Na2HPO4  12H2O        2,9g 
 
 KH2HPO4         0,2g 
 
 Água          100mL 
 
B - Solução de tripsina 
 
 Tripsina (Difco)        2,0g 
 
 Solução A         50mL 
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C - Solução de versene 
 
 Versene (EDTA)        0,2g 
 
 Solução A         10mL 
 
 Após a dissolução completa do Versene (solução C), esta foi misturada à 
solução B pronta. A esta mistura foi adicionado 1,5 mL de solução vermelho de 
fenol a 1%. Em seguida, o pH da solução foi ajustado para 7,5  7,6 com uma 
solução de hidróxido de sódio 1M e precedeu-se a filtração em filtros Millipore.  
 A solução pronta foi armazenada a -20ºC em alíquotas de 100 mL. A 
alíquota em uso foi mantida a 4ºC. 
 
3.3.3- Solução de azul tripan a 0,5% 
 
 Foi preparada uma solução a 0,5% em tampão salina-fosfato de Dulbecco-
Vogt 0,15 M pH 7,4. 
 Essa solução foi utilizada na diluição 1:2 (v/v) com a suspensão celular para 
a contagem de células viáveis. 
 
3.4- Utilizadas nos ensaios de PCR e PCR-RFLP 
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3.4.1- Solução tampão Tris-Acetato EDTA (TAE) pH 8,0  10X 
 
Trizma Base         399 mM 
 
Ácido Acético        11,5 mL 
 
Na2EDTA.2H2O (0,5 M  pH 8,0)      20,0 mL 
 
 O Na2EDTA.2H2O foi dissolvido em água bidestilada aquecida e, após seu 
resfriamento, os demais componentes foram adicionados juntamente com a água 
bidestilada para completar o volume desejado. O pH da solução final foi ajustado 
para 8,0 com uma solução de NaOH 10N. Em seguida a solução foi esterilizada 
em autoclave a 121°C por 15 minutos e diluída 1X em água bidestilada para uso. 
 
3.4.2- Solução tampão de amostra  
 
Azul de bromofenol       0,25% 
 
 Xileno de cianol       0,25% 
 
 FICOLL tipo 400       25% 
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O FICOLL foi dissolvido em água bidestilada estéril e quente, em 50% do 
volume total a ser preparado. Os demais componentes foram, em seguida, 
adicionados e o volume final completado com água bidestilada estéril.  A solução 
foi conservada a temperatura ambiente até o momento do uso. 
 
3.4.3- Solução de brometo de etídio 
 
A solução foi preparada dissolvendo-se o pó em água bidestilada na 
concentração de 5 mg/mL e a solução resultante, conservada em frasco escuro e 
mantido à temperatura ambiente. A solução de uso era obtida diluindo-se duas a 
três gotas da solução mãe em 500 mL de água corrente. 
 
3.5- Utilizadas no ensaio de PFGE 
 
3.5.1-Solução Tris 1M pH8,0 
 
Trizma-base (Bio-Rad)       121,1g 
 
Água destilada         1000mL 
 
Após a dissolução de 121,1g de Trizma-base em 800 mL de água bidestilada, 
o pH foi ajustado para 8,0 com solução de HCl (aproximadamente 50 mL) e o 
volume foi completado com água bidestilada para 100 mL. A solução final após 
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sua esterilização em autoclave a 121°C por 15 minutos, foi mantida a temperatura 
ambiente até o momento do uso.  
 
3.5.2- Solução EDTA 0,5M pH8,0 
 
 EDTA (Sigma)        93,06g 
 
 Água destilada        500mL 
 
 Após a dissolução de 93,06g de EDTA em 300 mL de água bidestilada, o 
pH foi ajustado para 8,0 com solução de NaOH (aproximadamente 10g) e o 
volume foi completado com água bidestilada para 500 mL. A solução final após 
sua esterilização em autoclave a 121°C por 15 minutos, foi mantida a temperatura 
ambiente até o momento do uso. 
 
3.5.3- Solução tampão Tris-EDTA (TE)  pH8,0 
 
Tris 1M pH8 (item 3.5.1)       10mL 
 
EDTA 0,5M pH8 (item 3.5.2)      2mL 
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Água destilada q.s.p       1000mL 
 
A solução foi somente preparada no momento do uso. 
 
3.5.4- Solução N-Lauryl-Sarcosine 10% (Sarcosyl ) 
 
 Sarcosyl         10g 
 
 H2O q.s.p         100 mL 
 
 A solução foi mantida em temperatura ambiente até o momento do uso. 
 
3.5.5- Solução Dodecyl Sulfato de Sódio 20% (SDS) 
 
 SDS          20g 
 
 H2O q.s.p         100 mL 
 
 A solução foi mantida em temperatura ambiente até o momento do uso. 
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3.5.6- Proteinase K 20mg/mL (Sigma) 
 
Proteinase K (100mg)       0,02g 
 
 H2O destilada        1 mL 
 
 A solução foi mantida a -70°C até o momento do uso. 
 
3.5.7- Solução de suspensão celular (SSC) 
 
Tris 1M pH8,0 (item 3.5.1)       10mL 
 
EDTA 0,5M pH8,0 (3.5.2)       20mL 
 
Água destilada q.s.p       100mL 
 
A solução foi somente preparada no momento do uso.  
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3.5.8- Solução de lise celular 
 
Tris 1M pH8,0 (item 3.5.1)       2,5mL 
 
EDTA 0,5M pH8,0 (item 3.5.2)      5mL 
 
Sarcosyl 10% (item 3.5.4)       5mL 
 
Proteinase K 20mg/mL (item 3.5.6)      0,25mL 
 
Água destilada q.s.p       50mL 
 
A solução foi somente preparada no momento do uso. 
 
3.5.9- Solução tampão Tris-EDTA-Borato (TEB)  pH8,0  (10x) 
 
 Trizma-base         108g 
 
 H3BO3         55g 
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 Na2EDTA         8,4g 
 
 H2O destilada q.s.p        1000 mL 
 
A solução depois de preparada foi esterilizada em autoclave a 121°C por 15 
minutos, sendo mantida em temperatura ambiente até o momento do uso. 
 
3.5.10- Solução tampão TEB - pH8,0 (0,5x) 
 
 TEB  pH 8,0 (10x) (item  3.5.9)      100 mL 
 
 H2O MiliQ estéril        1900 mL 
 
 A solução foi preparada apenas no momento do uso. 
 
3.5.11- Solução de brometo de etídio 
 
Preparado como no item 3.4.3. 
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4- CARACTERÍSTICAS FENOTÍPICAS 
 
4.1- TESTES BIOQUÍMICOS NOS MEIOS EPM, MILI E CITRATO 
 
Esses testes foram realizados de acordo com a técnica de TOLEDO (1982) 
e de EWING (1986). Resumidamente, as amostras foram primeiramente 
semeadas, a partir do meio estoque (item 2.1.1) em tubos contendo 3 mL de TSB 
(item 2.2.2) e incubadas a 37°C por 16 a 20 horas e, a seguir, em placas contendo 
meio MacConkey (item 2.2.1) para a obtenção de colônias isoladas e verificação 
da pureza da amostra.  Algumas colônias isoladas foram então selecionadas e 
semeadas em tubos contendo os meios EPM, MiLi e Citrato para a realização do 
teste bioquímico. Os tubos foram incubados a 37°C por 16 a 20 horas. Após a 
incubação os resultados foram interpretados de acordo com uma tabela padrão. 
 
 
4.2- DETERMINAÇÃO DO FENÓTIPO ENTEROHEMOLÍTICO 
 
Foi realizada de acordo com a técnica de BEUTIN et al. (1989). As 
amostras foram primeiramente semeadas a partir do meio estoque (item 2.1.1) em 
tubos contendo 3 mL de TSB (2.2.2) e incubadas a 37°C por 16 a 20 horas. Após 
a incubação, 2 µl de cada crescimento bacteriano foram inoculados em placas 
contendo meio base para ágar sangue (preparado segundo as recomendações do 
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fabricante), acrescido de 5% de sangue desfibrinado de carneiro lavado três vezes 
com PBS (item 3.2.1) e de Cloreto de Cálcio (CaCl2 ) 10mM . 
As placas foram mantidas a 4°C até o momento do uso.  As placas, depois 
de semeadas, foram então incubadas a 37°C por 3 horas, onde foi feita a primeira 
leitura para se observar a produção de alfa - hemolisina. A seguir, as placas foram 
novamente incubadas a 37°C por 24 horas, onde foi feita a segunda leitura para 
se observar a produção de enterohemolisina. Foram utilizadas as amostras de E. 
coli O4:H5 (U441) como controle positivo para alfa  hemolisina e E. coli O26:H- 
(C3888) como controle positivo para enterohemolisina.  
 
 
4.3- DETECÇÃO DA PRODUÇÃO DA β-GLUCORONIDASE 
 
Foi realizada através da semeadura em placa contendo meio Fluorocult 
(item 2.2.3) acrescido de ágar 2% de acordo com a técnica de EWING (1986). As 
amostras foram primeiramente semeadas a partir do meio estoque (item 2.1.1) em 
tubos contendo 3 mL de TSB (item 2.2.2) e incubadas a 37°C por 16 a 20 horas. 
Após a incubação, o crescimento obtido no caldo TSB, foi semeado em placas 
contendo meio Fluorocult para a obtenção de colônias isoladas. As placas foram 
então incubadas a 37°C por 16 a 20 horas e foi feita a leitura da produção da β - 
glucoronidase através da radiação das mesmas à luz ultravioleta (UV). Foram 
usados as amostras de E. coli CB 8025 e CB 8246 como controle positivo e 
negativo, respectivamente. 
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4. 4- FERMENTAÇÃO DE CARBOIDRATOS 
 
As amostras foram submetidas a um esquema simplificado de biotipagem a 
partir do padrão de fermentação encontrado frente aos carboidratos dulcitol, 
sacarose, sorbitol, sorbose e ramnose, de acordo com a técnica de 
CAMGUILHEM e MILON (1989), com algumas modificações. Resumidamente, as 
amostras foram primeiramente semeadas, a partir do meio estoque (item 2.1.1) 
em tubos contendo 3 mL de TSB (item 2.2.2) e incubadas a 37°C por 16 a 20 
horas. Após a incubação, 10 µL do crescimento obtido no caldo TSB, foram 
inoculados em tubos contendo meio base de fermentação acrescido do 
carboidrato na concentração final de 1%, sendo os tubos incubados a 37ºC por até 
96 horas. 
 Após a incubação os resultados foram interpretados de acordo com o padrão 
de fermentação das amostras. 
 
 
4.5- ANÁLISE DA SUSCEPTIBILIDADE A AGENTES ANTIMICROBIANOS 
 
Foi realizada através do método de disco difusão em placa de ágar Müller-
Hinton (item 2.2.4) de acordo com recomendações do NCCLS - National 
Committee for Clinical Laboratory Standards (EUA), 2000. As amostras foram 
previamente cultivadas em caldo TSB (2.2.2) durante 18 horas, à temperatura de 
37°C. Utilizando-se uma solução salina 0,85% estéril (item 3.1.1), os inóculos 
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obtidos foram ajustados a uma turbidez semelhante ao tubo 0,5 da escala Mac 
Farland. Em seguida, as diluições foram semeadas em placas contendo ágar 
Muller Hinton com auxílio de um swab estéril, por toda a superfície do meio, de 
maneira uniforme, para obtenção de um crescimento confluente. Nestas placas, 
após a secagem da semeadura à temperatura ambiente, foram depositados, com 
o auxílio de uma pinça metálica estéril, discos comerciais (Cecon, Centro de 
Controle e Produtos para Diagnóstico Ltda, São Paulo, Brasil) dos seguintes 
antibióticos nas concentrações correspondentes: ampicilina (AMP) 10 µg, 
cefoxitina (CFO) 30 mcg, ciprofloxacina (CIP) 5 µg, cloranfenicol (CLO) 30 µg, 
estreptomicina (EST) 10 µg, gentamicina (GEN) 10 µg, kanamicina (KAN) 30 µg, 
tetraciclina (TET) 30 µg, trimetoprim (TRI) 5 µg, sulfonamidas (SUL) 300 µg. As 
placas foram incubadas a 37°C por 16 a 20 horas. Após a incubação, o diâmetro 
dos halos de inibição do crescimento foi medido e os resultados interpretados de 
acordo com uma tabela padrão. 
 
 
4.6- ENSAIO PARA A DETECÇÃO DA EXPRESSÃO DE TOXINA 
 
A técnica utilizada para detecção da expressão de Stx foi a descrita por 
GENTRY e DALRYMPLE (1980). 
As células foram cultivadas em poços de microplacas de 96 orifícios, 
contendo 200 µL de meio mínimo de Eagle (item 2.2.6.2), suplementadas com 5% 
de soro fetal bovino (Gibco-BRL), 50 µg/mL de gentamicina e 2,5 µg/mL de 
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anfotericina B. A seguir, a microplaca foi incubada a 37°C durante 24 horas, sob 
atmosfera de 5% de CO2. 
As amostras bacterianas foram semeadas a partir do meio estoque (item 
2.1.1) em erlenmeyer contendo 3mL de meio Penassay (item 2.2.6.1) e incubadas 
sob aeração (Series 25D Incubato Shaker / New Bronswick Scientific CO., INC, 
Edison, New Jersey, U.S.A)  a 37°C por 48 horas. As culturas foram centrifugadas 
a 1750g por 30 minutos com refrigeração (Sorvall RT7). Os sobrenadantes obtidos 
após a centrifugação foram filtrados em membrana Millipore (0,22 µm) e mantidos 
a - 20°C até o momento do uso.  
Um volume de 25µL dos filtrados foi inoculado em cada um dos orifícios da 
microplaca e após incubação a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO2, por um 
período de até 72 horas, a presença de Stx foi verificada pela morte celular e o 
desprendimento das células do seu suporte, utilizando-se microscópio invertido 
(Nikon, 400 e 1000x). As amostras EDL933 e DH5α foram usadas como controles 
positivo e negativo, respectivamente. 
 
 
5- CARACTERÍSTICAS GENOTÍPICAS 
 
5.1- ENSAIOS DE REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 
 
 Ensaios de PCR foram realizados para a pesquisa do genótipo stx (stx1 
e/ou stx2) e de variantes, para a identificação do gene fliC (Ag H7), bem como 
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para a pesquisa de seqüências relacionadas a outras toxinas (ehx e cdtV) e 
adesinas (eae, efa1, iha, lpfO113, lpfO157, saa e toxB). 
 
5.1.1- Cultivo das amostras bacterianas 
 
Para a obtenção do crescimento bacteriano, as amostras em estoques 
ambientes (item 2.1.1) foram semeadas em placas de TSA (item 2.2.5) e 
incubadas a 37°C por 16 a 18 horas. 
 
5.1.2- Obtenção do DNA das amostras 
 
 O DNA molde utilizado nas reações de PCR foi obtido a partir de uma 
alçada do crescimento bacteriano, obtido em placa contendo meio TSA (item 
2.2.5), e transferida para um tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL, com 300 µL de água 
MilliQ estéril. Posteriormente, a suspensão foi submetida à fervura por 10 minutos. 
 
5.1.3- Amplificação dos genes 
 
 Para amplificação dos genes foram utilizadas seqüências iniciadoras 
específicas (Tabela 2). As reações foram realizadas em banho gelo, em tubos tipo 
Eppendorf de 0,2 mL, onde foram colocados o DNA molde (lisado bacteriano) e 
todos os reagentes (Promega) descritos a seguir: 
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 Master Mix          12,5µL 
 
 Seqüência iniciadora 1       0,5 µL 
 
 Seqüência iniciadora 2       0,5 µL 
 
 Água Mili-Q estéril        8,5µL 
 
 DNA molde         3µL 
 
 Volume final         25µL 
 
 Em seguida, as preparações foram colocadas em um aparelho 
termociclador (Eppendorf Mastercycler) e submetidas a ciclos específicos de 
desnaturação, anelamento e extensão. Os produtos obtidos foram analisados 
através de eletroforese em gel de agarose (item 5.1.4).  
 
5.1.4- Eletroforese de DNA em gel de agarose 
 
Os géis de agarose foram preparados por aquecimento, fundindo-se agarose 
(Agarose, Tipo II/ Sigma) em tampão TAE 1x (item 3.4.1) na concentração final 
adequada. Um volume de 10 µl das amostras de DNA analisadas foi acrescido a 
3µl de solução corante de DNA (item 3.4.2) os quais foram aplicados nas 
canaletas do gel. Como marcador de peso molecular foi utilizado: Ready-loadTM 
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100 bp DNA Ladder (Invitrogen) 0,1 µg/µL. A corrida eletroforética foi realizada 
sob voltagem máxima e constante de 100V com tampão TAE 1x, em cubas para 
eletroforese horizontal (Bio-Rad, USA) . Após a corrida, os géis foram corados em 
solução de brometo de etídio, (item 3.4.3) por 15 minutos, sendo posteriormente 
lavados várias vezes em água e observados em transiluminador de luz ultravioleta 
(UV) (Mini-Transiluminator BIO- RAD) para análise visual dos fragmentos de DNA 
e registro fotográfico. 
 
 
5.2- ENSAIOS DE REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE  ANÁLISE DO 
POLIMORFISMO DE RESTRIÇÃO (PCR-RFLP) 
 
O método PCR-RFLP foi realizado para identificar as variantes de stx1 e de 
stx2 e para identificar o gene fliC (Ag H7) (Tabela 3). 
 
5.2.1- PCR-RFLP para identificação das variantes de stx1 e stx2 e do gene fliC 
 
 Para a realização da subtipagem das variantes de stx1 e stx2 e para 
identificação do gene fliC (Ag H7) foi primeiramente, realizado o ensaio de PCR 
para a amplificação dos genes com seqüências iniciadoras específicas conforme 
citado na Tabela 3. O produto da reação de PCR obtido foi então submetido à 
digestão com enzimas de restrição específicas (Tabela 4). As digestões foram 
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realizadas em tubos tipo Eppendorf de 0,5 mL onde foram colocados os produtos 
do PCR e todos os reagentes (Invitrogen) descritos a seguir: 
 
Tampão [10x] da enzima       2µL 
 
 BSA          2µL 
 
 Água Mili-Q estéril        8,5µL 
 
Enzima         1µL 
 
 Produto do PCR        12µL 
 
 Volume final         20µL 
 
 A reação foi então incubada em banho-maria a 37°C por 16 a 18 horas para 
identificação das variantes de stx e a 37°C por 2 horas para identificação do gene 
fliC. Os fragmentos de restrição foram analisados através de eletroforese em gel 
de agarose a 2,5% e 2%, respectivamente (item 5.1.4). A imagem do gel foi obtida 
através da câmera Pollaroid DS-34 direct screen instant. Os subtipos de stx1 e/ou 
de stx2 e do gene fliC  foram identificados de acordo com seus padrões de 
restrição (Tabela 4). 
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5.3- ELETROFORESE EM GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE) 
 
Para avaliar a relação clonal entre as amostras de STEC O157:H7, de 
diferentes origens e procedências, foi utilizada a técnica de acordo com GAUTOM 
(1997), com algumas modificações. 
 
5.3.1- Preparo da suspensão bacteriana 
 
 Uma colônia de cada amostra bacteriana foi semeada em placa contendo 
meio TSA, (item 2.2.5) para obtenção de crescimento confluente. As culturas 
foram incubadas a 37°C por 16 a 20 horas.  
 A partir desta cultura foi produzida uma suspensão celular, em uma solução 
tampão TE (item 3.5.3) com uma Densidade Óptica (DO) de 1,3 a 1,4 em 610 nm. 
 
5.3.2- Montagem dos blocos de agarose 
 
Uma alíquota de 300 µL da suspensão celular (item 5.3.7) de cada amostra, 
foi transferida para um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL. A cada amostra, foi 
adicionada proteinase K (item 3.5.6) para uma concentração final de 1mg/mL. Foi 
preparada uma agarose (Pulsed Field Certified agarose- Bio-Rad Laboratories) a 
1,2%, em tampão TE (item 3.5.3) e mantida em banho-maria a 54oC até o 
momento do uso. Foram transferidos 300 µL desta agarose para os tubos tipo 
eppendorf, contendo a suspensão celular e homogeinizada suavemente. Esta 
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mistura foi então depositada em moldes apropriados (Bio-Rad Laboratories) para a 
confecção de três blocos de agarose por amostra.  
 
5.3.3- Processo de lise in situ 
 
 Após a total solidificação dos blocos de agarose contendo as amostras, os 
mesmos foram submetidos a um processo de lise celular para liberação do DNA in 
situ. Inicialmente os blocos de cada amostra foram transferidos para distintos 
tubos de 50 mL contendo 10 mL de solução de lise celular (item 3.5.8) e 
incubados a 54°C sob suave agitação por 2 horas. Em seguida, os blocos foram 
lavados por duas vezes com 10mL de água destilada, incubada a 50oC em banho-
maria, por 15 minutos a 50°C também sob suave agitação. Posteriormente, os 
blocos foram lavados por quatro vezes com 10mL solução tampão TE (item 3.5.3) 
repetindo-se as condições de incubação. Após a última lavagem, os blocos de 
agarose foram mantidos em solução tampão TE, a 4°C, até o momento de uso. 
 
5.3.4- Digestão enzimática do DNA nos mini-géis de agarose 
 
 Uma fração de aproximadamente 2mm de um dos blocos de agarose, de 
cada amostra, foi digerida em uma solução contendo 30 U da enzima XbaI, em 
banho Maria a 37°C por 16 a 18 horas.  
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5.3.5- Montagem do gel de corrida  
 
 Após o período de digestão, a fração digerida de cada bloco foi colocada 
nos orifícios de um gel de agarose de corrida. Este gel de agarose (For Pulsed 
Field Electrophoresis: Running Gel/ Sigma) preparado na concentração de 1% em 
TEB 0,5x (item 3.5.10), foi montado em um molde, próprio do aparelho CHEF-DR 
III System (Bio-Rad). 
 
5.3.6- Condições eletroforética 
 
 A corrida eletroforética foi realizada em sistema de eletroforese do tipo 
CHEF-DR III System (Bio-Rad). A eletroforese ocorreu por um período de 18 
horas e 30 minutos a 150V, com pulso inicial de 5s e final de 50s em tampão de 
corrida TEB 0,5x (item 3.5.10). Após a eletroforese, o gel foi corado por 30 
minutos com solução de brometo de etídio (item 3.4.3), em seguida lavado três 
vezes, sob suave agitação, em 1 L de água destilada por 30 minutos cada 
lavagem e então fotografados sob UV. 
 
5.3.7- Interpretação e análise dos perfis de PFGE 
 
 Os perfis eletroforéticos foram analisados utilizando-se o programa Gel 
Compar II. O programa permite a comparação entre diferentes perfis 
eletroforéticos que tenham em comum uma mesma escala de referência. As 
imagens dos géis foram adquiridas no formato TIFF utilizando-se o sistema 
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AlphaDigiDoc e a seguir analisadas. Os índices de similaridade de Dice foram 
calculados pelo Bionumeric com 1% de otimização e tolerância. 
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RESULTADOS 
 
 
1- CARACTERÍSTICAS FENOTÍPICAS 
 
1.1- TESTES BIOQUÍMICOS NOS MEIOS EPM, MiLi E CITRATO 
 
 As amostras O157 estudadas apresentaram um comportamento similar nos 
meios EPM, MiLi e Citrato, independentemente de sua origem e país. Nenhuma 
das amostras foi produtora de sulfeto de hidrogênio (H2S), de fenilalanina, e de 
citrato; mas todas foram indol positivas. Contudo, como apresentado na Tabela 5, 
algumas diferenças no comportamento bioquímico das amostras foram 
observadas.  
A produção de urease foi identificada em três amostras de origem humana, 
provenientes da Argentina, Chile e Uruguai (Figura 1). A maioria das amostras 
O157 descarboxilaram a lisina, exceto uma amostra de origem bovina isolada no 
Brasil (Figura 2).  
Dentre as 38 amostras de STEC O157 analisadas, 35 apresentaram-se 
móveis no meio MiLi. Entre as três amostras imóveis, uma era de origem bovina 
isolada no Brasil e duas humanas, uma proveniente da Colômbia e a outra dos 
E.U.A (Tabela 5).  
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1.2- FENÓTIPO ENTEROHEMOLÍTICO 
 
Todas as 38 amostras analisadas neste estudo foram produtoras de 
enterohemolisina independentemente de sua origem e país (Tabela 5). 
 
 
1.3- PRODUÇÃO DA β-GLUCORONIDASE 
 
  A produção de β-glucoronidase não foi identificada em nenhuma das 
amostras de STEC O157 estudadas independentemente de sua origem e país 
 
  
 
 
 
(Tabela 5). 
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Figura 1. Produção de urease em amostras STEC O157. Tubos: 1-3, amostras STEC 
O157 produtoras de urease ;  4, controle  , amostra STEC O157:H7 não produtora de 
urease. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Ensaio da descarboxilação da lisina. Tubos: 1, amostra STEC O157 de origem 
bovina isolada no Brasil não produtora de lisina descarboxilase; 2- Controle + , amostra 
STEC O157:H7 produtora de lisina descarboxilase. 
   4  1  2       3
 1  2
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1.4- FERMENTAÇÃO DE CARBOIDRATOS 
 
Como apresentado na Tabela 6 o padrão de fermentação ao dulcitol, 
sacarose, sorbose, sorbitol e ramnose permitiu identificar 15 biotipos distintos nas 
amostras STEC O157. Deve-se observar que dentre as 38 amostras, 23 (61%) se 
distribuíram em apenas quatro biotipos (biotipos 1 a 4)  independentemente de 
sua origem e país.  
Os biotipos 6 e 13 foram identificados em amostras de origem humana 
isoladas no Brasil e os biotipos 7, 8, 9 e 10 em amostras de origem bovina. O 
biotipo 12 esteve exclusivamente associado a amostras isoladas de alimentos no 
Uruguai, o biotipo 14 a amostra humana dos E.U.A e o biotipo 15 a amostra 
humana da Colômbia.  
Dentre as 38 amostras estudadas apenas quatro fermentam o sorbitol 
positivas, três de origem humana, duas isolada no Brasil e outra na Colômbia e 
uma de origem bovina também isolada no Brasil (Tabelas 5 e 6
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1.5- ANÁLISE DA SUSCEPTIBILIDADE A AGENTES ANTIMICROBIANOS 
 
Os resultados da freqüência de susceptibilidade aos antimicrobianos e sua 
distribuição de acordo com a origem das amostras de E. coli O157 estão 
representados na Tabela 7 e na Figura 3. 
Independentemente da origem, 34 (89,5%) das 38 amostras foram 
sensíveis aos 10 antimicrobianos testados, sendo 17 (94%) amostras humanas, 
11 (78,5) amostras bovinas e todas as amostras de alimentos (Figura 3).  
A resistência aos antimicrobianos foi observada em apenas uma das três 
amostras humanas e em uma das três amostras bovinas, todas isoladas na 
Argentina. Resistência também ocorreu em duas das 11 amostras de bovinos 
isoladas no Brasil (Tabela 7).  
A resistência a duas drogas (estreptomicina e sulfonamida) foi observada 
em apenas uma amostra de origem bovina isolada no Brasil. As outras duas 
amostras isoladas de bovinos foram resistentes isoladamente a estreptomicina ou 
ao trimetoprim, enquanto a amostra de origem humana foi resistente a 
estreptomicina. 
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Tabela 7. Susceptibilidade a antimicrobianos nas amostras STEC O157 
 
País Origem No Amostras 
 
No (%) Amostras 
sensíveis 
 
    
    
 Humana 3 2 
Argentina Bovina 3 2 
 Alimento 2 2 
  
 
  
 Humana 6 6 
Brasil Bovina 11 9 
 Alimento 1 1 
  
 
  
Chile Humana 3 3 
     
Colômbia Humana 1 1 
     
Uruguai Humana 1 1 
 
Alimento 3 3 
  
   
Estados Unidos Humana 4 4 
    
TOTAL  
 
38 34 (89,5%) 
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Figura 3. Freqüência de susceptibilidade a antimicrobianos nas amostras STEC O157 
isoladas de diferentes origens. 
 
 
 
 
 
 
 
78,5
10094
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
Humana Bov ina Alim ento
Origem das amostras
Fr
eq
uê
nc
ia
 d
e 
su
sc
ep
tib
ili
da
de
63 
 66 
1.6- ENSAIO PARA A DETECÇÃO DA EXPRESSÃO DE TOXINA 
 
Entre as 38 amostras de STEC O157 analisadas, 32 (84,2%) apresentaram 
atividade citotóxica em cultura de células Vero e HeLa. Foi interessante observar 
que seis das 11 amostras de origem bovina isoladas no Brasil, não apresentaram 
expressão de Stx em ambas as células. Duas outras amostras também de origem 
bovina e isoladas no Brasil apresentaram efeito citotóxico apenas em células 
HeLa. 
 
 
2- CARACTERÍSTICAS GENOTÍPICAS 
 
2.1- GENÓTIPO STX E VARIANTES GENÉTICAS DE STX1 E STX2 
IDENTIFICADAS NAS AMOSTRAS ESTUDADAS 
 
A presença das seqüências stx1 e/ou stx2 foi confirmada por PCR em todas 
as amostras de E. coli O157 estudadas e a presença das variantes genéticas de 
stx1 (stx1c) e de stx2 (stx2c) foi determinada por PCR-RFLP (Figuras 4-7).  
Os subtipos stx1c (Figura 5B) e stx2c(2vhb) (Figura 7D) não foram identificados 
em nenhuma das amostras de STEC O157 analisadas. Assim a denominação 
stx2c utilizada a seguir, em nossos resultados, refere-se apenas ao subtipo 
stx2c(2vha).  
64 
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 A Tabela 8 apresenta a freqüência e distribuição dos diferentes genótipos 
stx identificados nas amostras estudadas.  
As seqüências stx2 e stx2c, isoladamente ou associadas, foram identificadas 
em 31 (81,6%) das 38 amostras estudadas, enquanto stx1 isoladamente ocorreu 
em apenas uma amostra (2,6%) e sua associação a stx2 ou stx2c foi observada em 
6 (15,8%) amostras.  
Os genótipos stx2, stx2c e stx2stx2c estiveram relacionados a 23,7%, 28,9% e 
28,9%, das amostras analisadas, respectivamente e foram identificados em 
amostras isoladas de diferentes origens, com exceção de stx2c que não foi 
observado entre as amostras isoladas de alimentos. 
Foi interessante observar que o genótipo stx2stx2c ocorreu em oito (44,5%) 
das 18 amostras humanas e o genótipo stx2c esteve relacionado com nove 
(64,2%) das 14 amostras bovinas. Dentre as seis amostras isoladas de alimentos, 
as maiores freqüências foram identificadas nos genótipos stx2 e stx1stx2 (33,3%, 
cada uma) 
 O genótipo stx1 ocorreu exclusivamente entre amostras STEC O157 
isoladas de alimentos, enquanto stx1stx2c foi observado apenas entre as amostras 
de origem bovina. Alguns outros genótipos como stx1stx2 e stx2c não foram 
observados entre as amostras isoladas de bovinos e de alimentos, 
respectivamente (Tabela 8). 
Como apresentado na Tabela 9, uma diversidade de genótipos foi 
observada ao se considerar amostras isoladas de uma mesma origem nos 
65 
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diferentes países analisados, com exceção das amostras humanas isoladas na 
Argentina e no Brasil, onde prevaleceu o genótipo stx2stx2c. 
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose representativo de uma reação de PCR para 
pesquisa do genótipo stx1. Canaletas: 1, amostra STEC O157:H7; 2, Controle + (EDL 
932); 3, Controle  (DH5α); 4, Branco, controle da reação; 5, Marcador de massa 
molecular de 100pb (Invitrogen). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Eletroforese em gel de agarose representativo dos perfis de restrição dos 
genótipos stx1 (A) e stx1c (B) pela técnica de PCR-RFLP. Canaletas: 1, enzima de restrição 
CfoI; 2, enzima de restrição RsaI; 3, Marcador de massa molecular de 100pb (Invitrogen). 
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2.2- IDENTIFICAÇÃO DO GENE fliC  
 
Entre as 38 amostras de STEC O157 analisadas neste estudo, três haviam 
sido identificadas como imóveis, não sendo possível a determinação de seus 
antígenos H através dos métodos sorológicos padrões (Tabela 5). A pesquisa do 
gene fliC nestas amostras demonstrou a amplificação de um fragmento 
semelhante ao observado na amostra controle de O157:H7 (Figura 8).   A análise 
por PCR-RFLP revelou que as três amostras apresentaram o mesmo perfil de 
restrição da amostra controle (Figura 9).  
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose representativo de uma reação de PCR para 
pesquisa do gene da flagelina. Canaletas : 1, Marcador de massa molecular de 100pb 
(Invitrogen); 2-4, Amostras STEC O157 imóveis; 5, Controle +, STEC O157:H7 móvel; 6, 
Controle -, STEC O113:H21. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Perfil de restrição do gene fliC (Ag H7) pela técnica de PCR-RFLP utilizando-se 
a enzima CfoI. Canaletas: 1-3, Amostras STEC O157 imóveis; 4, Controle +, STEC 
O157:H7; 5, Controle -, STEC O113:H21; 6, Marcador de massa molecular de 100pb 
(Invitrogen). 
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2.3- PRESENÇA DE SEQÜÊNCIAS GENÉTICAS RELACIONADAS A OUTRAS 
TOXINAS E PROVÁVEIS ADESINAS 
 
A Tabela 10 apresenta os resultados da pesquisa da ocorrência de 
seqüências genéticas relacionadas a outros prováveis marcadores de virulência 
(cdtV, eae, efa1, ehxA, iha, lpfO113, lpfO157, saa e toxB), realizada por PCR, nas 
amostras de STEC O157:H7 estudadas.  
As amostras STEC O157:H7 apresentaram os mesmos marcadores de 
virulência, sendo que todas exibiram o perfil eae-γ ehx efa1 iha lpfO157 toxB 
independentemente de sua origem e país. 
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Tabela 10. Distribuição dos marcadores de virulência entre as amostras STEC O157 
 
 
 
País 
 
Origem No Amostras Marcadores de Virulência 
    
    
 Humana 3 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
Argentina Bovina 3 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
 Alimento 2 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
 Humana 6 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
    
    
Brasil Bovina 11 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
 Alimento 1 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
    
    
Chile Humana 3 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
    
    
Colômbia Humana 1 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
    
    
E.U.A Humana 4 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
    
    
Uruguai Humana 1 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
 Alimento 3 eae-γ,ehx,efa1,iha,lpfO157,toxB 
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2.4- ANÁLISE DO PADRÃO DE PFGE 
 
A análise do padrão de macro-restrição obtido pela enzima XbaI revelou a 
presença  de uma diversidade de padrões de PFGE nas amostras  de STEC O157 
isoladas de diferentes origens e países como apresentado na Figura 10. 
Apesar da heterogeneidade genética observada, a maioria das amostras de 
STEC O157 foi agrupada em um mesmo grupo clonal (A) que apresentou seis 
subgrupos distintos (A1 a A6), os quais apresentaram 75% a 100% de 
similaridade. Do total de amostras analisadas, apenas três amostras de origem 
humana isoladas no Chile, Brasil e Uruguai e uma amostra bovina isolada no 
Brasil apresentaram-se mais distantes das demais (60% de similaridade). 
Dentre as amostras STEC O157 que apresentaram 100% de similaridade, 
algumas foram isoladas em diferentes países e de diferentes origens. Assim, as 
amostras C195, M1.col.5 e C363 isoladas de alimentos no Uruguai apresentaram 
respectivamente o mesmo padrão de PFGE das amostras 558, 790/01 e 724/01 
de origem humana isoladas na Colômbia  e Argentina (Figura 10).  
Padrões de PFGE idênticos foram também identificados entre amostras 
isoladas no Brasil de origem bovina (1728 e 1770) e de infecções humanas (385, 
337 e 143/05) (Figuras 10). 
Na Figura 11 está representado o padrão de PFGE das amostras O157 
STEC isoladas no Brasil de diferentes origens. É interessante observar que dentre 
as seis amostras de origem humana analisadas, a amostra 156/90 apresentou-se 
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mais próxima da amostra 691 de origem bovina (88% de similaridade), assim 
como a amostra 255/03 apresentou 78% de similaridade com a amostra YB20 
também de origem bovina; enquanto a amostra 622/03 formou um grupo, com 
índice de similaridade superior a 80%, com as demais amostras de origem 
humana, cujos perfis de PFGE foram idênticos. 
A análise dos padrões de PFGE de acordo com a origem das amostras está 
representada nas Figuras 12 a 14.  
Com relação as amostras de origem humana, isoladas nos diferentes 
países (Figura 12), observa-se que a amostra 156/90 isolada no Brasil está mais 
relacionada com as amostras isoladas em outros países (Argentina e Chile) 
formando um grupo, com índice de similaridade superior a 80%. Por outro lado, a 
amostra brasileira 255/03 é a que apresentou menor relação com todas as outras 
amostras (menor que 70%), enquanto as demais amostras humanas isoladas no 
Brasil, formaram um grupo distinto, com índice de similaridade superior a 80%, 
como já mencionado anteriormente. 
De acordo com a Figura 13, a maioria das amostras de bovinos analisadas 
formou um grupo que apresentou índices de similaridade entre 70% e 100%. 
Apenas uma amostra (YB20) isolada no Brasil apresentou-se menos relacionada 
as demais (similaridade menor que 60%).  
Em relação as amostras de alimentos (Figura 14), os índices de 
similaridade observados variaram de 68% a 80%.  
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Figura 10. Dendrograma do padrão de PFGE das amostras STEC O157:H7  isoladas
de diferentes origens e países.  
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 Figura 11. Dendrograma do padrão de PFGE das amostras STEC O157:H7 isoladas 
no Brasil. 
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Figura 12. Dendrograma do padrão de PFGE das amostras STEC O157:H7 de origem
humana. 
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Figura 13. Dendrograma padrão de PFGE das amostras STEC O157:H7 de origem
bovina. 
Figura 14. Dendrograma do padrão de PFGE das amostras STEC O157:H7 isoladas 
de alimentos. 
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DISCUSSÃO 
 
 
 Infecções por E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), especialmente 
aquelas pertencentes ao subgrupo das EHEC são as principais responsáveis pelo 
desenvolvimento da Síndrome Urêmica Hemolítica (SHU), a mais comum causa 
de falência renal em crianças em diversos países. O número crescente de casos 
reportados da doença e mortes resultantes, as limitações da terapia e o nível de 
seqüela da função renal enfatizam o perigo desse patógeno para a saúde pública. 
 Surtos de infecções por STEC têm sido reportados mundialmente e dentre 
os diversos sorotipos descritos destaca-se o O157:H7 (GRIFFIN; TAUXE, 1991). 
O Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) tem estimado que 
infecções por STEC O157 causam 73.000 doenças anualmente nos Estados 
Unidos, resultando em mais de 2000 hospitalizações e 60 mortes (FREZEN et al., 
2005). No país de Gales também foram reportados vários surtos no período entre 
1992 a 2002, que resultaram em 169 hospitalizações e 5 mortes (GILLESPIE et 
al., 2005). No Brasil, não existe ainda um sistema de vigilância de SHU, entretanto 
casos esporádicos de diarréia e diarréia sangüinolenta associados a STEC O157 
têm sido descritos (IRINO et al., 2002; VAZ et al., 2004; PEREIRA et al., 2005; 
IRINO et al., dados não publicados) e um pequeno surto associado a este sorotipo 
foi recentemente identificado em São Paulo (VAZ et al., 2006).   
STEC tem sido isolada em vários animais, como carneiros, porcos, gatos e 
cabras (CAPRIOLI et al., 1993; KARMALI et al., 1989; KUDVA et al., 1996), porém 
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o gado bovino tem sido sugerido como principal reservatório de STEC (KARMALI, 
1989; DOYLE, 1991), incluindo o sorotipo O157:H7.   
Análises sobre a presença de STEC no reservatório animal têm sido 
crescentes também no Brasil e a ocorrência de vários sorotipos de STEC tem sido 
descrita no gado leiteiro e de corte (CERQUEIRA et al., 1999; LEOMIL et al., 
2003; GUTH et al., 2003; GONÇALVES, 2004; FARAH et al., 2003 ; IRINO et al., 
2005) bem como em ovinos (VETTORATO et al., 2003). Embora amostras STEC 
O157:H7 tenham sido isoladas de bovinos em nosso meio, sorotipos não-O157 
são mais prevalentes, a semelhança do que têm sido observado em outros países 
(NATARO; KAPER, 1998). 
Vários estudos em diferentes regiões têm sido realizados tanto para 
verificar a ocorrência e distribuição de amostras de STEC O157:H7 como para 
elucidar seus mecanismos de patogenicidade. Desta forma, um dos objetivos do 
presente estudo foi caracterizar fenotipicamente amostras de STEC O157 isoladas 
no Brasil, comparando-as entre si e também com algumas amostras STEC O157 
isoladas em outros países da América Latina e dos Estados Unidos de infecções 
humanas, do reservatório animal e de alimentos. 
 A metodologia empregada envolveu a realização de testes bioquímicos, 
determinação do fenótipo enterohemolítico, detecção da produção da β-
glucoronidase, fermentação de carboidratos, análise da susceptibilidade a agentes 
antimicrobianos e o ensaio para a detecção da expressão de toxina. 
A realização de testes bioquímicos nos meios EPM, MiLi e Citrato 
demonstrou que as 38 amostras STEC O157:H7 estudadas apresentaram um 
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comportamento muito semelhante nos ensaios bioquímicos, independentemente 
de sua origem e país. Como descrito anteriormente, nenhuma das amostras foi 
produtora de sulfeto de hidrogênio (H2S), de fenilalanina, e de citrato; mas, todas 
foram indol positivas.  
NAKANO et al. (2001) sugeriram que a presença do gene da urease (ureC) 
poderia ser um marcador de virulência para a detecção de EHEC. FRIENDRICH et 
al. (2005) também verificaram em seu estudo que dentre as 59 amostras de EHEC 
O157:H7 estudadas, apenas em uma não foi detectada a presença dos genes ure. 
Por outro lado, ure não foi identificado entre as 82 amostras de EHEC O157:H-. 
Além disso, ao avaliar a produção da urease dessas 141 amostras EHEC, os 
autores observaram que apenas uma amostra apresentou atividade da urease. 
Desta forma, a detecção dos genes da urease para a identificação de EHEC não 
seria um método recomendável.   
No presente estudo a pesquisa dos genes da urease não foi realizada, mas 
os resultados obtidos assemelharam-se aos descritos por FRIENDRICH et al. 
(2005), uma vez que dentre as 38 amostras STEC O157 analisadas, apenas três 
foram produtoras de urease.  
Uma outra exceção, observada nas características bioquímicas das 
amostras STEC O157 analisadas neste estudo, foi a não descarboxilação da lisina 
em uma amostra de origem bovina isolada no Brasil. É interessante mencionar 
que outros trabalhos que descreveram a não descarboxilação da lisina em 
amostras STEC envolviam apenas o sorogrupo O111 (GUTH et al., 2002; VAZ et 
al., 2004; TORRES et al., 2005). 
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Em relação a motilidade das amostras analisadas, apenas três 
apresentaram-se imóveis nos ensaios bioquímicos realizados. Porém, ao realizar 
a pesquisa do gene fliC nestas amostras imóveis foi possível revelar que as 
mesmas expressavam o gene da flagelina H7 e que portanto todas pertenciam ao 
sorotipo O157:H7.  
A produção de enterohemolisina (Ehx), codificada pelo gene ehxA contido 
em um plasmídio de 90kb (pO157), tem sido proposta como um marcador de 
virulência de STEC O157:H7 em função da forte associação com a produção de 
Stx, ainda que sejam eventos geneticamente não relacionados (BEUTIN et al., 
1989). A aquisição de ferro devido à lise de eritrócitos e os prejuízos ao sistema 
imune decorrentes da sua leucotoxicidade são consideradas as principais funções 
patogênicas das hemolisinas e poderiam contribuir na patogenia de STEC. 
 Independentemente de sua origem e país, todas as amostras STEC 
O157:H7 estudadas foram produtoras de Ehx. Estes dados são similares aos 
obtidos por um grupo de pesquisadores japoneses (NAGANO et al., 2002; 2004), 
que analisaram várias amostras de E. coli O157:H7 provenientes de surtos e 
casos esporádicos ocorridos no Japão, onde todas as amostras do sorotipo 
O157:H7 eram produtoras de enterohemolisina. 
 Diferentemente de amostras de outros sorotipos, as amostras STEC 
O157:H7 eram consideradas como não produtoras de β-glucoronidase (DOYLE; 
SCHOENI, 1984). Entretanto, em anos recentes, amostras STEC O157:H7 β-
glucoronidase positiva têm sido isoladas em vários países, como os Estados 
Unidos (HAYES et al., 1995) e no Japão (NAGANO et al., 2002). No presente 
estudo, a produção de β-glucoronidase não foi identificada em nenhuma das 38 
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amostras STEC O157:H7 analisadas, independentemente de sua origem e país, 
divergindo dos dados obtidos por HAYES et al., 1995 e NAGANO et al., 2002 mas 
a semelhança do descrito por outros autores. 
 Um esquema de biotipagem frente a cinco carboidratos distintos foi 
inicialmente aplicado por CAMGUILHEM e MILON (1989), na caracterização de 
amostras de E. coli associadas à infecção intestinal de coelhos na França. Neste 
esquema não havia sido incluído o sorbitol. Tendo em vista a importância da 
fermentação deste carboidrato na caracterização de amostras STEC O157:H7, um 
esquema de biotipagem modificado foi utilizado no presente estudo, onde a 
rafinose foi substituída pelo sorbitol.  
Desta forma, 15 biotipos distintos foram identificados entre as amostras 
STEC O157, no entanto, 61% das amostras se distribuiram em apenas quatro 
biotipos (1 a 4) independentemente de sua origem e país. Embora os demais 
biotipos tenham sido identificados em uma ou duas amostras, os biotipos 6 e 13 
foram identificados exclusivamente em amostras de origem humana isoladas no 
Brasil e os biotipos 7, 8, 9 e 10 em amostras de origem bovina também do Brasil. 
Por outro lado, o biotipo 12 esteve associado somente a amostras de alimento do 
Uruguai, o biotipo 14 a amostra humana dos E.U.A e o biotipo 15 a amostra 
humana da Colômbia.   
 Em relação à fermentação dos carboidratos, foi interessante observar que 
independentemente da origem e país das amostras O157, apenas dois dentre os 
15 biotipos não fermentaram o dulcitol. Em relação à fermentação da ramnose, 
dentre os 15 biotipos identificados, apenas quatro não fermentaram esse 
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carboidrato. Houve uma maior diversidade quanto à fermentação da sacarose e 
sorbose.  
 Dados sobre a fermentação de carboidratos em amostras STEC O157 são 
escassos na literatura, a exceção do sorbitol, cuja não fermentação foi inicialmente 
considerada como uma característica importante e peculiar destas E. coli (MARCH 
et al., 1986). Porém, vários trabalhos têm descrito amostras STEC O157 
fermentadoras desse carboidrato (BIELASZEWSKA et al., 1998; ORTH et al., 
2005), desde seu primeiro reconhecimento em um surto de SHU ocorrido na 
Alemanha em 1988 (KARCH et al., 1990). Contudo deve-se mencionar que estes 
dados se referem a amostras O157:H-. É importante ressaltar que no presente 
estudo, quatro dentre as 38 amostras analisadas fermentaram sorbitol porém, 
todas possuíam o antígeno flagelar, fazendo parte assim do sorotipo O157:H7.  
As amostras STEC O157:H7 estudadas foram analisadas quanto à 
susceptibilidade a 10 agentes antimicrobianos: ampicilina, cefoxitina, 
ciprofloxacina, cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, kanamicina, tetraciclina, 
trimetoprim e  sulfonamidas, apresentando um padrão de susceptibilidade muito 
semelhante. Entretanto, em três amostras foi identificada resistência a pelo menos 
uma droga e em uma amostra foi observada resistência dupla. Dentre as amostras 
resistentes três eram de origem bovina, isoladas no Brasil (duas amostras) e uma 
na Argentina; sendo que a outra amostra resistente era de origem humana da 
Argentina. 
 Estes resultados podem ser comparados aos observados por MORA et al. 
(2005) que ao analisar 141 amostras de STEC O157:H7 verificaram uma alta 
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freqüência de amostras sensíveis aos agentes antimicrobianos testados. As 
amostras STEC O157:H7 de origem bovina apresentaram maior porcentagem 
(53%) de resistência quando comparadas as amostras de origem humana. 
Com relação à expressão da toxina Stx, o ensaio citotóxico revelou que 
dentre as 38 amostras STEC O157:H7 testadas, apenas seis não apresentaram 
atividade citotóxica em cultura de células Vero e HeLa. Vale ressaltar que essas 
amostras eram todas de origem bovina, e isoladas no Brasil. NIELSEN e 
SCHEUTZ (2002) também reportaram dados semelhantes. Em uma pesquisa 
envolvendo 88 amostras STEC O157:H7 de origem bovina, isoladas em 60 
diferentes fazendas na Dinamarca, 19 amostras não expressaram efeito citotóxico. 
 Para caracterizar genotipicamente as amostras STEC O157:H7, a 
metodologia empregada neste estudo envolveu a confirmação da presença da 
seqüência stx (stx1 e stx2)  por PCR assim como  a determinação de suas 
variantes por PCR-RFLP, além da pesquisa da presença de seqüências genéticas 
relacionadas a outras toxinas e prováveis adesinas.  
 O principal fator de virulência das STEC é sua habilidade em produzir a 
toxina Stx e a produção dessa toxina é essencial para as características 
patológicas, assim como para as seqüelas deixadas pela infecção por STEC. 
KLEANTHOUS et al. (1990) demonstraram em um estudo envolvendo crianças 
menores de 16 anos com SHU que a produção isolada de Stx2 esteve relacionada 
a maioria dos casos (94%); sugerindo assim que a produção de Stx2 é mais 
comumente associada a quadros patológicos de maior gravidade em humanos do 
que Stx1 isolada ou a associação de Stx1 e Stx2. Além disso, outros trabalhos têm 
sugerido que dentre as variantes de Stx2, stx2c ou apenas stx2 estão mais 
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freqüentemente relacionadas a casos de SHU (FRIEDRICH et al., 2002; EKLUND 
et al., 2002).  
Vários genótipos foram identificados entre as amostras STEC O157:H7 
estudadas, porém mais de 80% apresentou o genótipo stx2 e/ou stx2c, 
independentemente de sua origem e país. Uma vez que as amostras deste 
sorotipo têm sido associadas a casos mais graves de doença como diarréia 
sanguinolenta, CH e SHU, os resultados obtidos, de modo geral, estão de acordo 
com o que tem sido descrito na literatura. 
Em relação à origem das amostras, os genótipos stx2 e stx2stx2c estiveram 
relacionados com a grande maioria (77,8%) das amostras humanas. O mesmo 
resultado foi obtido por EKLUND et al. (2002) na Finlândia. Esses pesquisadores 
demonstraram que dentre as 111 amostras humanas de STEC do sorogrupo O157 
analisadas, 71 (64%) estavam relacionadas ao genótipo stx2stx2c.  
Por outro lado, o genótipo stx2c esteve relacionado com 64,2% das 
amostras bovinas, diferentemente do que foi verificado por NIELSEN e SCHEUTZ 
(2002), onde o genótipo stx1stx2c foi o predominante entre as amostras STEC 
O157:H7 bovinas. Em contrapartida, nossos resultados são semelhantes aos 
verificados por ZHENG et al. (2005). É pertinente ainda ressaltar que uma maior 
diversidade de genótipos ocorreu entre as amostras de alimentos analisadas em 
nosso estudo. 
Ainda em relação à origem das amostras, também pôde ser observado que 
alguns genótipos ocorreram exclusivamente em amostras isoladas de alimentos, 
como stx1, assim como o genótipo stx1stx2c que foi identificado, somente, em 
amostras de origem animal.  
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Quando comparado o genótipo das amostras de mesma origem isoladas 
em países diferentes, foi interessante observar uma maior semelhança entre as 
amostras humanas isoladas na Argentina e no Brasil. A grande maioria dessas 
amostras apresentou o genótipo stx2stx2c, com exceção de uma amostra isolada 
no Brasil que apresentou o genótipo stx2. Porém, com relação aos outros países, 
não foi possível fazer nenhuma comparação, pois houve uma maior diversidade 
entre as amostras de mesma origem.   
Apesar da virulência de STEC O157:H7 ter como elemento central e 
principal a produção de Stx, resultados obtidos de várias investigações apontam 
que, dentre os diversos fatores descritos nestas amostras, a capacidade em 
provocar a lesão A/E e a produção de Ehx são os mais freqüentes e 
possivelmente mais importantes. A definição de EHEC, muito utilizada na literatura 
para o subgrupo de amostras STEC mais virulento e associado à CH e SHU 
baseia-se principalmente na presença de stx e da seqüência eae (NATARO; 
KAPER, 1998; PATON; PATON, 1998).  
Amostras de E. coli O157:H7 albergam o gene eae que está localizado na 
região LEE e envolvido na capacidade das amostras em causar lesão A/E. Além 
do gene eae, outros genes codificadores de outras proteínas que fazem parte do 
sistema de secreção tipo III (KAPER et al., 1998; JARVIS; KAPER, 1996) estão 
localizados na região LEE. 
 O gene eae foi detectado em todas as amostras de E. coli O157:H7 
estudadas, independentemente de sua origem e país, à semelhança do que tem 
sido observado em outras pesquisas envolvendo amostras STEC O157:H7 (TOMA 
et al., 2004; TATARCZAK et al., 2005).   
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A proteína intimina é uma adesina bem caracterizada que apresenta alta 
variabilidade entre diferentes sorotipos de E. coli (AGIN; WOLF, 1997). Uma 
comparação das seqüências de aminoácidos (aa) das diferentes intiminas tem 
revelado que a região N-terminal (aa 330 até 659), é altamente conservada, 
enquanto os últimos 280 aminoácidos da região C-terminal (int 280) apresentam 
uma maior variabilidade (FRANKEL et al., 1994). Cinco subtipos distintos 
principais de intimina foram inicialmente identificados em amostras de EHEC, 
assim como em EPEC (intiminas α, β, γ, δ e ε) (ADU-BOBIE et al., 1998; OSWALD 
et al., 2000), e recentemente outros cinco subtipos de intimina foram descritos: 
intiminas ζ, η,κ, ι (ZHANG et al., 2002) e θ (TARR; WHITTAM, 2002).  
 Entretanto, de acordo com os resultados apresentados por TATARCZARK 
et al. (2005), o sorotipo de STEC O157:H7 parece estar associado ao subtipo γ de 
intimina.  Os resultados obtidos em nosso estudo confirmaram estes achados. 
 Fatores de virulência adicionais, incluindo seqüências genéticas 
relacionadas a outras toxinas (ehxA, cdtV) e novas prováveis adesinas codificadas 
dentro (efa1, iha) e fora (lpfO113, lpfO157) da região LEE, têm sido recentemente 
identificadas e podem ter um papel importante na patogenicidade de STEC 
O157:H7.  
A seqüência do quinto cluster alélico cdtV foi descrita por  JANKA et al. 
(2003) em amostras de STEC O157:NM fermentadoras de sorbitol e em algumas 
amostras STEC O157:H7. A toxina codificada por cdtV (toxina citoletal distensora) 
é uma proteína termolábil responsável pela indução da distensão e morte das 
células CHO, HeLa e Hep-2. Os dados observados por JANKA et al. (2003) 
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divergem aos obtidos neste estudo, pois nenhuma das 38 amostras STEC 
O157:H7 aqui estudadas albergavam o gene cdt-V.  
 Foi interessante observar que ao analisar a presença de seqüências 
genéticas relacionadas a prováveis novas adesinas, nas 38 amostras STEC 
O157:H7 envolvidas neste estudo, o mesmo perfil de virulência efa1 iha lpfO157 
toxB foi identificado, independentemente da origem e do país das amostras. 
Sendo assim, nossos resultados são semelhantes aos obtidos por TATARCZARK 
et al. (2005) na Bélgica e TOMA et al.(2004) na Argentina. Esses pesquisadores 
verificaram que todas as amostras STEC O157:H7 estudadas, independentemente 
de sua origem, apresentaram o mesmo perfil efa1 iha lpfO157 toxB identificado 
neste estudo. 
 Uma grande diversidade genética de amostras STEC O157:H7, isoladas de 
casos esporádicos, tem sido descrita quando técnicas como PFGE ou a 
associação desta com outros métodos são utilizadas para a subtipagem das 
amostras (PRESTON et al., 2000; AVERY et al., 2002; GIAMMANCO et al., 2002). 
Além disso, pelo seu alto poder discriminatório, o PFGE tem sido um método 
extensivamente aplicado na elucidação de surtos de infecções por STEC O157 
(BARRETT et al., 1994; WILLSHAW et al., 1997 ; PRESTON et al., 2000). 
A análise do padrão eletroforético do PFGE das amostras STEC O157:H7 
analisadas  no presente estudo permitiu observar que as amostras isoladas no 
nosso país, independentemente de sua origem, quando comparadas entre si, e 
também  com amostras isoladas dos outros países, apresentaram uma relação de 
similaridade genética significativa, sendo que vários subgrupos estreitamente 
relacionados, apresentando um índice de similaridade maior que 80% foram 
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identificados. Entretanto, uma maior diversidade genética foi também identificada 
entre algumas amostras STEC O157 estudadas, a semelhança do descrito por 
outros autores.  
Foi interessante observar que amostras distintas isoladas de alimentos no 
Uruguai apresentaram padrões de macro-restrição idênticos (similaridade de 100%) 
a amostras de origem humana isoladas na Argentina e Colômbia, o que é sugestivo 
de uma origem comum.  No entanto, apesar destas semelhanças, as amostras de 
origem humana apresentaram algumas características fenotípicas e genótipos stx 
diferentes das amostras de alimentos isoladas no Uruguai (Anexo I).  
Ao se analisar os padrões de PFGE apenas das amostras humanas, 
independentemente do local de seu isolamento, pode-se observar que as 
amostras apresentaram um índice de similaridade que variou de 62% a 100%. As 
três amostras que apresentaram perfis de PFGE idênticos foram isoladas no 
Brasil. A presença de padrões de PFGE indistinguíveis em duas destas três 
amostras (amostras 337 e 385) foi recentemente descrito por VAZ et al.(2006), 
permitindo aos autores sugerir a ocorrência do primeiro surto de O157:H7 em São 
Paulo em 2001.  
Os dados obtidos em nosso estudo além de confirmarem os achados de 
VAZ et al.(2006), somam-se a estes a identificação da amostra de STEC O157 
(143/05), isolada de uma criança com SHU em São Paulo em 2005, cujo padrão 
de PFGE foi idêntico ao daquelas isoladas anteriormente em nosso meio. Além 
disso, uma outra amostra 622/03, isolada de uma criança com diarréia 
sanguinolenta na mesma região geográfica em 2003, apresentou mais de 80% de 
similaridade com estas amostras.   
92 
 81 
Apesar destas semelhanças foi curioso observar que enquanto as amostras 
337, 385 e 622/03 apresentaram as mesmas características fenotípicas e genótipo 
stx2stx2c, a amostra 143/05 diferiu destas em relação a fermentação do sorbitol e 
sorbose e apresentou o genótipo stx2 (Anexo I). 
Em relação à análise do padrão de PFGE das amostras de STEC O157 de 
origem bovina, independentemente de seu país, foi possível detectar um índice de 
similaridade que variou entre 56% e 100%. Perfis idênticos de PFGE foram 
identificados em duas amostras isoladas no Brasil. Deve-se ressaltar ainda que as 
mesmas possuíam características fenotípicas e genotípicas idênticas (Anexo I), 
inclusive uma característica particular, como a não expressão de Stx verificada 
nos ensaios em cultura de células Vero e HeLa.  
De modo geral, as amostras STEC O157:H7 analisadas neste estudo 
apresentaram características fenotípicas e genotípicas muito semelhantes, 
independentemente de sua origem e país. 
Deve-se ainda ressaltar a importância do resultado obtido pela análise do 
padrão PFGE, particularmente das amostras STEC O157:H7 isoladas no Brasil, 
através do qual foi possível sugerir a presença de um clone associado a amostras 
isoladas de infecções humanas em nosso meio, bem como revelar que diferentes 
animais podem estar sendo colonizados pelas mesmas amostras.  
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CONCLUSÕES 
 
 
 O conjunto de dados obtidos e discutidos no presente trabalho, baseados 
no objetivo geral de caracterizar fenotipica e genotipicamente amostras de E. coli 
O157:H7 produtoras de toxina Shiga de diferentes origens e países, permitiu a 
formulação das seguintes conclusões: 
 
! As amostras STEC O157:H7 apresentaram comportamento similar nos testes 
bioquímicos envolvendo os meios EPM, MiLi e Citrato, independentemente de 
sua origem e país.  
 
! A presença de enterohemolisina e a não produção de  β-glucoronidase foram 
características observadas em todas as amostras. 
 
! Em relação à fermentação de carboidratos, os biotipos 1a 4 prevaleceram 
entre as amostras STEC O157:H7, independentemente de sua região e 
origem. 
 
!  As amostras STEC O157:H7 isoladas de humanos, bovinos e de alimentos 
apresentaram uma alta freqüência de susceptibilidade aos agentes 
antimicrobianos testados. 
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! Um menor expressão da toxina Stx foi detectada em amostras STEC O157:H7 
de origem bovina.  
 
! Os genótipos stx2stx2c e stx2c estiveram relacionados com a maioria das 
amostras humanas e bovinas, respectivamente, independentemente de seu 
país. Houve uma maior diversidade entre as amostras de alimento.  
 
!  O perfil de virulência eae ehx efa1 iha lpfO157 toxB foi característico de todas as 
amostras. 
 
! Apesar da diversidade de padrões de PFGE observada, algumas amostras 
STEC O157:H7 apresentaram alta similaridade, sugerindo a presença de 
alguns clones em amostras isoladas no Brasil, assim como em outros países. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
95 
 81 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
 
ACHESON, D. W. K.; LINCICOME, L. L.; JACEWICZ, M. S.; KEUSCH, G. T. Shiga 
toxin interaction with intestinal epithelial cells In: Kaper, J. B. OBrien, A. D. (Ed), 
Escherichia coli O157:H7 and other Shiga toxin-producing E. coli strains, ASM 
Press, Washington, D. C., p. 140-147, 1998. 
 
AVERY, S. M.; LIEBANA, E.; REID, C. A.; WOODWARD, M. J.; BUNCIC, S. 
Combined use of two genetic fingerprinting methods, pulsed-field gel 
eletrophoresis and ribotyping, for characterization of Escherichia coli O157 isolates 
from food animals, retail meats, and cases of human disease. J. Clin. Microbiol., 
v. 40, p. 2806-2812, 2002. 
 
ADU-BOBIE, J.; FRANKEL, G.; BAIN, C.; GONÇALVES, A. G.; TRABULSI, L. R.; 
DOUCE, G.; KNUTTON, S.; DOUGAN, G. Detection of intimins α, β, γ, and δ, four 
intimin derivatives expressed by attaching and effacing microbial pathogens. J. 
Clin. Microbiol., v. 36, p. 662-668, 1998. 
 
AGIN, T. S.; WOLF, M. K. Immunological cross reactivity of eae A (intimin) from 
Escherichia coli that cause attaching and effacing lesions in humans and rabbits. 
Adv. Exp. Med. Biol., v. 412, p. 103-104, 1997. 
96 
 81 
AMMON, A.; PETERSEN, L. R.; KARCH, H. A large outbreak of hemolytic uremic 
syndrome caused by an unusual sorbitol-fermenting strain of Escherichia coli 
O157:H-. J, Infect. Dis., v. 179, p. 1274-1277, 1999. 
 
ANDREOLI, S. P. Acute renal failure. Curr. Opin. Pediatr., v. 14, p. 183-188, 
2002. 
 
ARBEIT., R. D.; ARTHUR, M.; DUNN, R.; KIM, C.; SELANDER, R. K.; 
GOLDSTEIN, R. Resolution of recent evolutionary divergence among Escherichia 
coli from related lineages; the aplication of pulsed field electrophoresis to molecular 
epidemiology. J. Infect. Dis., v. 161, p. 230-235, 1990. 
 
BARRETT, T. J.; LIOR, H.; GREEN, J. H.; KHAKHRIA, R.; WELLS, J. G.; BELL, B. 
P.; GREENE, K. D.; LEWIS, J.; GRIFFIN, P. M.. Laboratory investigation of a 
multistate food-borne outbreak of Escherichia coli O157:H7 by using pulsed-field 
gel electrophoresis and phage typing. J. Clin. Microbiol., v. 32, p. 3013-3017, 
1994. 
 
BEUTIN, L.; PRADA, J.; ZIMMERMANN, S.; STEPHAN, R.; ORSKOV, I.; 
ORSKOV, F. Enterohemolysin, a new type of hemolysin produced by some strains 
of enteropathogenic E. coli (EPEC). Zentralbl. Bakteriol. Mikrobiol. Hyg. Ser. A., 
v. 267, p. 576-588, 1988. 
97 
 81 
BEUTIN, L.; MONTENEGRO, M. A.; ORSKOV, I.; ORSKOV, F.; PRADA, J.; 
ZIMMERMENN, S.; STEPHAN, R. Close association of verotoxin (Shiga-like toxin) 
production with enterohemolysin production in strains of Escherichia coli. J. Clin. 
Microbiol., v. 27., p. 2559-2564, 1989. 
 
BEUTIN, L.; ALEKSIC, S.; ZIMMERMANN, S.; GLEIER, K. Virulence factors and 
phenotypic traits of verotoxigenic strains of Escherichia coli isolates from human 
patients in Germany. Med. Microbiol. Immunol. (Berlin)., v. 183, p. 13-21, 1994. 
 
BETTELHEIM, K. A.; HORNITZKY, M. A.; DJORDJEVIC, S. P.; KUZEVSKI, A. 
Antibiotic resistance among verocytotoxigenic Escherichia coli (VETC) and non-
VETC isolated from domestic animals and humans. J. Med. Microbiol., v. 52, p. 
155-162, 2003. 
 
BIELASZEWSKA, M.; SCHMIDT, H.; KARMALI, M. A.; KHAKHRIA, R.; JANDA, J.; 
BLÁHOVA, K.; KARCH, H. Isolation and characterization of sorbitol-fermenting 
Shiga toxin (Verocytotoxin)-producing Escherichia coli O157:H- strains in the 
Czech republic. J. Clin. Microbiol., v. 36, p. 2135-2137, 1998.  
 
BIELASZEWSKA, M.; FELL, M.; GREUNE, L.; PRAGER, R.; FRUTH, A.; 
TSCHAPE, H.; SCHMIDT, M. A.; KARCH, H. Characterization of cytolethal 
distending toxin genes and expression in Shiga toxin-producing Escherichia coli 
strains of non-O157 serogroups. Infect. Immun., v. 72, p. 1812-1816, 2004. 
98 
 81 
BRETT, K. N.; RAMACHANDRAN, V.; HORNITZKY, M. A.; BETTELHEIM, K. A.; 
WALKER, M. J.; DJORDJEVIC, S. P. stx1c is the most common Shiga toxin I 
subtype among Shiga toxin-producing Escherichia coli isolated from sheep but not 
among isolated from cattle. J. Clin. Microbiol., v. 41, p. 926-936, 2003. 
 
CAMGUILHEM, R.; MILON, A. Biotypes and O serogroups of Escherichia coli 
involved in intestinal infections of weaned rabbits: clues to diagnosis of pathogenic 
strains. J. Clin. Microbiol., v. 27, p. 743-747, 1989. 
 
CAPRIOLI, A.; NIGRELLI, A.; GATT, R.; ZAVANELLA, M.; BLANDO, A. M.; 
MIENELLI, F.; DONELLI, G. Characterization of verocytotoxin-producing 
Escherichia coli isolated from pigs and cattle in northern Italy. Vet. Rec., v. 133, p. 
323-324, 1993. 
 
CERGOLE-NOVELLA, M. C. Características genotípicas e fenotípicas de 
Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) isoladas de infecções humanas, 
do reservatório animal e de alimento.  Tese de Mestrado da Universidade Federal 
de São Paulo  Escola Paulista de Medicina, 2005. 
 
CERQUEIRA, A. M. F.; GUTH, B. E. C.; JOAQUIM, R. M.; ANDRADE, J. R. C. 
High occurrence of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) in healthy cattle 
in Rio de Janeiro State, Brazil. Vet. Microbiol., v.  70, p. 111-121, 1999. 
 
99 
 81 
CHEASTY, T.; ALLERBERGER, F.; BEUTIN, L.; CAPRIOLI, A.; HEUVELINK, A.; 
KARCH, H.; LOFDAHL, S.; PIERARD, D.; SCHEUTZ, F.; SITONEN, A.; SMITH, H. 
VTEC O157 phage types isolated from 15 European countries: 1997:1999. 
Abstract 263 p. 126. 4th International Symposium and Workshop on Shiga 
Toxin (Verocytotoxin)-producing Escherichia coli infections, 2000. 
 
CORNU, G.; PROESMANS, W.; DEDISTE, A.; JACOBS, F.; VAN DE WALLE, J.; 
MERTENS, A.; RAMEL, J.; LAWERS, S. Hemolytic uremic syndrome in Belgium: 
incidence and association with verocytotoxin-producing Escherichia coli infection. 
Clin. Microbiol. Infect., v.  5, p.  16-22, 1999. 
 
CRAUN, G. F.; CALDERON, R. L.; CRAUN, M. F. Outbreaks associated with 
recreational water in the United States. Int. J. Environ. Health. Res., v. 15, p. 243-
262, 2005. 
 
DONNENBERG, M. S.; KAPER, J. B.; FINLAY, B. B. Interactions between 
enteropathogenic Escherichia coli and host epithelial cells. Trends Microbiol., v. 
5, p.109-114, 1997. 
 
DOUGHTY, S.; SLOAN, J.; BENNET-WOOA, V.; ROBERTSON, M.; ROBINS-
BROWNE, R. M.; HARTLAND, E., L. Identification of a novel fimbrial gene cluster 
related to long polar fimbriae in locus of enterocyte effacement-negative strains of 
enterohemorrhagic Escherichia coli. Infect. Immun., v. 70, p. 6761-6769, 2002. 
100 
 81 
DOYLE, M. P.; SCHOENI, J. L. Survival and growth characteristics of Escherichia 
coli associated with hemorrhagic colitis. Appl. Environ. Microbiol., v. 48, p. 855-
856, 1984. 
 
DOYLE, M. P. Escherichia coli O157:H7 and its significance in foods. Int. J. Food. 
Microbiol., v. 12, p. 289-302, 1991. 
 
DRASAR, B.S.; HILL, M. J. Human intestinal flora: the distribution of bacterial flora 
in intestine. London.: Academic Press.,  p. 36-43, 1974. 
 
DYTOC, M.; ISMAILI, A.; PHILPOTT, D. J.; SONI, R.; BRUNTON, J. L.; 
SHERMAN, P. M. Distinct binding properties of eaeA-negative verocytotoxin-
producing Escherichia coli of serotype O113:H21. Infect. Immun., v. 62, p. 3494-
3505, 1994. 
 
EKLUND, M.; LEINO, K.; SIITONEM, A. Clinical E. coli strains carrying stx genes: 
stx variants and stx-positive virulence profiles. J. Clin. Microbiol., v. 40, p. 4585-
4593, 2002. 
 
EWING, W. H. The genus Escherichia, p. 93-134. In Edwards and Ewings 
Identification of Enterobacteriacea, 4th ed. Elsevier, Science Publishing, Inc., New 
York, N.Y., 1986. 
 
101 
 81 
FARAH, S. M. S. S.; SILVA, L. R.; CASTILHOS, L.; KARO, M. A. M. F.; RAMOS, 
I.I.; VAZ, T. M. I.; IRINO, K. Prevalence of Shiga toxin-producing Escherichia coli in 
beef cattle, Paraná, Brazil. XXII Congresso Brasileiro de Microbiologia, 
Florianópolis, MV093, 2003. 
 
FARMER, J. J. 3rd.; DAVIS, B.R. H7 antiserum-sorbitol fermentation medium: a 
single-tube screening method for detecting Escherichia coli 157:H7 associated with 
hemorrhagic colits. J. Clin. Microbiol., v.  22, p.  620-625, 1985. 
 
FITZHENRY, R. J.; PICKARD, D. J.; HARTLAND, E. L.; REECE, S.; DOUGAN, G.; 
PHILLIPS, A. D.; FRANKEL, G.  Intimin type influences the site of human intestinal 
mucosal colonisation by enterohaemorrhagic Escherichia coli O157:H7. Intest. 
Microfl. And Infect., v. 50, p. 180-185, 2002. 
 
FRANKEL, G.; CANDY, D. C. C.; EVEREST, P.; DOUGAN, G.  Characterization of 
the C-terminal domains of intimin-like proteins of enteropathogenic and 
enterohaemorrhagic Escherichia coli, Citrobacter freundii, hafnia alvei. Infect. 
Immun., v. 62, p.1835-1842, 1994. 
 
FRIEDRICH, A. W.; BIELASZEWKA, M.; ZHANG, W. L.; PULZ, M.; KUCZIUS, T.; 
AMMON, A.; KARCH, H. Escherichia coli harboring Shiga toxin 2 gene variants: 
Frequency and association with clinical symptoms. J. Infect Dis., v. 185, p. 74-84, 
2002. 
102 
 81 
FRIEDRICH, A. W.; KÖCK, R.; BIELASZEWSKA, M.; ZHANG, W.; KARCH, H.; 
MATHYS, W. Distribution of the urease gene cluster among and urease activities 
of enterohemorrhagic Escherichia coli O157 isolates from humans. J. Clin. 
Microbiol., v. 43, p. 546-550, 2005. 
 
GAUTOM, R. K. Rapid pulsed-field gel electrophoresis protocol for typing of 
Escherichia coli O157:H7 and other Gram-negative organisms in 1 day. J. Clin. 
Microbiol., v. 35, p. 2977-2980, 1997. 
 
GANNON, V. P. J; RASHED, M.; KINGi, R. K.; THOMAS, E.J. Detection and 
characterization of the eae gene of Shiga-like toxin-producing Escherichia coli 
using polymerase chain reaction. J. Clin. Microbiol., v. 31, p. 1268-1274, 1997. 
 
GANSHEROFF, I. J.; O`BRIEN, A. D. Escherichia coli O157:H7 in beef cattle 
presented for slaughter in the U.S.: higher prevalence rates than previously 
estimated. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, v.  97, p. 2959-2961, 2000. 
 
GENTRY, M. K.; DALRYMPLE, J. M. Quantative microtiter cytotoxicity assay for 
Shigella toxin. J. Clin. Microbiol., v. 12, p. 361-366, 1980. 
 
GIAMMANCO, G. M.; PIGNATO, S.; GRIMONT, F.; GRIMONT, P. A. D.; 
CAPRIOLI, A.; MORABITO, S.; GIMMANCO, G. Characterization of Shiga toxin-
producing Escherichia coli O157:H7 isolated in Italy and in France. J. Clin. 
Microbiol., 2002. 
103 
 81 
GILLESPIE, I. A.; O´BRIEN, S. J.; ADAK, G. K.; CHEASTY, T.; WILLSHAW, G. 
Food-borne general outbreaks of Shiga toxin-producing Escherichia coli O157 in 
England and Wales 1992-2002: where are the risks? Epidemiol. Infect., v. 133, p. 
803-808, 2005. 
 
GIRALDI, R.; GUTH, B. E. C.; TRABULSI, L. R.  Production of Shiga-like toxin 
among Escherichia coli strains and other bacteria isolated from diarrhea in São 
Paulo. Brazil. J. Clin. Microbiol., v.  28, p. 1460-1462, 1990. 
 
GOLDBERG, M. B.; BOYKO, S. A.; BUTTERTON, J. R.; STOEBNER, J. A.; 
PAYNE, S. M.; CALDERWOOD, S. B. Characterization of a Vibrio cholerae 
virulence factor homologous to the family of TonB-dependent proteins. Mol. 
Microbiol., v. 6, p. 2407-2418, 1992. 
 
GONZALES, A. G. M. Características fenotípicas e genotípicas de Escherichia coli 
produtoras de toxina Shiga (STEC) isoladas de bovinos no Estado do Rio de 
Janeiro. Tese de Doutorado do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2003. 
 
GRIF, K.;  KARCH, H.; SCHNEIDER, C.; Daschner, F. D.; BEUTIN, L.; CHEASTY, 
T.; SMITH, H.; ROWE, B.; DIERICH, M. P.; ALLERBERG, F. Comparative study of 
five different techniques for epidemiological typing of Escherichia coli O157. Diagn. 
Microbiol. Infect. Dis., v.  32, p. 165-176, 1998. 
 
104 
 81 
GRIF, K.; ORTH, D.; LEDERER, I.; BERGHOLD. Importance of environmental 
transmission in cases of EHEC O157 causing hemolytic uremic syndrome. J. Clin. 
Microbiol., v. 34, p. 268-271, 2005. 
 
GRIFFIN, P. M.; TAUXE, R. V. The epidemiology of infections caused by 
Escherichia coli O157:H7, other enterohemorrhagic E. coli, and the associated 
hemolytic uremic syndrome. Epidemiol. Rev., v. 13, p. 60-98, 1991. 
 
GRIFFIN, P. M. Epidemiology of Shiga toxin-producing Escherichia coli infections 
in continental Europe, In: Kaper, J.B., O'Brien, A.D. (Eds.), Escherichia coli 
O157:H7 and other Shiga toxin-producing E.coli strains. ASM Press, Washington, 
D.C, p. 15-22, 1998. 
 
GUTH, B. E. C.; RAMOS, S. R. T. S.; CERQUEIRA, A .M. F.; ANDRADE, J. R. C.; 
GOMES, T. A. T. Phenotypic and genotypic characteristics of Shiga toxin-
producing Escherichia coli strains isolated from children in São Paulo, Brazil. Mem. 
Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 97, p. 1085-1089, 2002a. 
 
GUTH, B. E. C.; SOUZA, R. L.; VAZ, T. M. I.; IRINO, K. First Shiga toxin-producing 
Escherichia coli isolate from a patient with hemolytic uremic syndrome, Brazil. 
Emerg. Infect. Dis., v. 8, p.  535-536, 2002b. 
 
GUTH, B. E. C.; CHINEN, I.; MILLIWEBSY, E.; CERQUEIRA, A. M. F.;  CHILLEMI, 
G; ANDRADE, J. R. C.; BASCHKIER, A.; RIVAS, M. Serotypes and Shiga toxin 
105 
 81 
genotypes among Escherichia coli isolated from animals and food in Argentina and 
Brazil. Vet. Microbiol., v.  92, p. 335-349, 2003. 
 
HAYES, P. S.; BLOM, K.; FENG, P.; LEWIS, J.; STROCKBINE, N. A.; 
SWAMINATHAN, B. S. Isolation and characterization of a β-D-glucuronidase-
producing strain of Escherichia coli serotype O157:H7 in the United States. J. Clin. 
Microbiol., v. 33, p. 3347-3348, 1995. 
 
HEUVELINK, A. E.; VAN DEN BIGGELAAR, F. L.; DE Boer, E.; HERBES, R. G.; 
MELCHERS, W. J.; HUIS INT VELD, J. H.; MONNENS, L. A. Isolation and 
characterization of verocytotoxin-producing Escherichia coli O157 strains from 
Dutch cattle and sheep. J. Clin. Microbiol., v. 36, p. 878-882, 1998. 
 
HEUVELINK, A. E.; van HEERWAARDEN, C.; ZWARTKRUIS-NAHUIS, J. T.; van 
OOSTEROM, R.; EDINK, K., van DUYNHOVEN, Y. T.; de BOER, E. Escherichia 
coli O157 infection associated with a petting zoo. Epidemiol. Infect., v. 129, p. 
295-302, 2002. 
 
IGARASHI, T.; INATOMI, J.; WAKE, A.; TAKAMIZAWA, M.; KATAYAMA, H.; 
IWATA, T. Failure of pre-diarrheal antibiotics to prevent hemolytic uremic 
syndrome in serologically proven Escherichia coli O157:H7 gastrointestinal 
infection. J. Pediatr., v. 135, p. 768-769, 1999. 
 
106 
 81 
IKEDA, K.; IDA, O.; KIMOTO.; TAKATARIGE, T.; NAKANISHI, N.; TATARA, K. 
Effect of early fosfomycin treatment on prevention of hemolytic uremic syndrome 
accompanying Escherichia coli O157:H7 infection. Clin. Nephrol., v. 52, p. 357-
362, 1999. 
 
IRINO, K.; VAZ, T. M. I.; KATO, M. A. M. F.; NAVES, Z. V. F.; LARA, R. R.; 
MARCO, M. E. C.; ROCHA, M. M.; MOREIRA, T. P.; GOMES, T. A. T.; GUTH, B. 
E. C. O157:H7 Shiga toxin-producing Escherichia coli strains associated with 
sporadic cases of diarrhea in São Paulo, Brazil. Emerg. Infect. Dis., v. 8, p. 446-
447, 2002. 
 
IRINO, K.; KATO, M. A.; VAZ, T. M.; RAMOS, I. I.; SOUZA, M. A.; CRUZ, A. S.; 
GOMES, T. A.; VIEIRA, M. A.; GUTH, B. E. Serotypes and virulence markers of 
Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) isolated from dairy cattle in São 
Paulo State, Brazil. Vet. Microbiol., v.105, p.29-36, 2005. 
 
JANKA, A.; BIELASZEWSKA, M.; DOBRINDT, U.; GREUNE, L.; SCHMIDT, M. A.; 
KARCH, H. Cytolethal Distending Toxin (cdt) gene cluster in enterohemorrhagic 
Escherichia coli O157:H- and O157:H7. Caracterization and evolutionary 
considerations. Infect. Immun., v. 71, p. 3634-3638, 2003.  
 
JARVIS, K. G.; KAPER, J. B. Secretion of extracellular proteins by 
enterohemorrhagic Escherichia coli via a putative type III secretion system. Infect. 
Immun., v. 64, p. 4826-4829, 1996. 
107 
 81 
JENKINS, C.; PERRY, N. T.; CHEASTY, T.; SHAW, D. J.; FRANKEL, G.; 
DOUGAN, G.; GUNN, G. J.; SMITH, H. R.; PATON, A. W.; PATON, J. C. 
Distribuition of the saa gene in strains of Shiga toxin-producing Escherichia coli of 
human and bovine origins. J. Clin. Microbiol., v. 41, p. 1775-1778, 2003. 
 
JERSE, A. E.; YU, J. U.; TALL, B. D.; KAPER, J. B. A genetic locus of 
enteropathogenic Escherichia coli necessary for the production of attaching and 
effacing lesion on tissue culture cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., v. 87, p.7839-
7843, 1990. 
 
JOHNSON, W. M.; LIOR, H.; BEZANSON, G. S. Cytotoxic Escherichia coli 
O157:H7 associated with hemorrhagic colitis in Canada. Lancet i:76. (Letter), 
1983. 
 
JOHNSON, R. P.; CLARKE, R. C.; WILSON, J. B.; READ, S. C.; RAHN, K.; 
RENWICK, S.CA.; SANDHU, K. A.; ALVES, D.; KARMALI, M. A.; LIOR, H.; 
McEWEN, S. A.; SPIKA,  J. S.; GYLES, C. L. Growing concerns and recent 
outbreaks involving non-O157:H7 serotypes of verotoxigenic Escherichia coli. J. 
Food. Prot., p. 59, v. 1112-1122, 1996. 
 
KAPER, J. B.; ELLIOT, S.; SPERANDIO, V.; PERNA, N. T.; MAYHEW, G. F.; 
BLATTNER, F. R. Attaching-and-effacing intestinal histopatology and the locus of 
enterocyte effacement. In: Kaper, J. B. and OBrien, A. D. (Ed), Escherichia coli 
108 
 81 
O157:H7 and other Shiga toxin-producing E. coli strain, ASM Press, Washington, 
D. C., p. 163-182, 1998.  
 
KARAOLIS, D. K.; McDANIEL, T. K.; KAPER, J. B.; BOEDEKER, E. C. Cloning of 
the RDEC-1 locus of enterocyte effacemente (LEE) and functional analysis of the 
phenotype on Hep-2 cell.  Adv. Exp. Med. Biol., v.  412, p. 241-245, 1997. 
 
KARL, A. B.; WHIPP, M.; DJORDJEVIC, S. P.; RAMACHANDRAN, V. First 
isolation outside Europe of sorbitol-fermenting verocytotoxigenic Escherichia coli 
(VTEC) belonging to O group O157. J. Med. Microbiol., v. 51, p. 713-714, 2002. 
 
KARMALI, M. A.; STEELE, B. T.; PETRIC, M.; LIM, C. Sporadic cases of hemolytic 
uremic syndrome with fecal cytotoxin and cytotoxin-producing Escherichia coli. 
Lancet i: p. 619-620, 1983. 
 
KARMALI, M. A.; PETRIC, M.; LIM, C.; FLEMING, P. C.; STEELE, B. T. 
Escherichia coli cytotoxin, haemolytic-uraemic syndrome, and haemorrhagic colitis. 
Lancet ii: p. 1299-1300, 1983. 
 
KARMALI, M. A. Laboratory diagnosis of verotoxin-producing Escherichia coli 
infections. C. Microbiol. Newsl., v.  9, p. 65-70, 1987. 
 
KARMALI, M. A.; Infection by verocytotoxin-producing Escherichia coli. Clin. 
Microbiol., rev.2, p. 15-38, 1989. 
109 
 81 
KENNY, B.; DE VINNEY, R.; STEIN, M.; REINSCHEID, D. J.; FREY, E. A.; 
FINLAY, B. B. Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) transfer its receptor for 
intimate adherence into mammalian cells. Cell., v. 91, p. 511-520, 1997. 
 
KLEANTHOUS, H.; SMITH, H. R.; SCOTLAND, S. M.; GROSS, R. J.; ROWE, B.; 
TAYLOR, C. M.; MILFORD, D. V. Haemolytic uraemic syndrome in the British 
Isles, 1985-8: association with verocytotoxin producing Escherichia coli. Part 2. 
Microbiological aspects. Arch. Dis. Child.,v. 65, p. 722-727, 1990. 
 
KLEIN, E. J.; STAPP, J. R.; CLAUSEN, C. R.; BOSTER, D. R.; WELLS, J. G.; QIN, 
X.; SWERDLOW, D. L.; TARR, P. I. Shiga toxin-producing Escherichia coli in 
children with diarrhea: a prospective point-of-care study. J. Pediatr., v. 141, p. 
155-156, 2002. 
 
KONOWALCHUK, J.; SPEIRS, J. I.; STAVRIC, S. Vero response to a cytotoxin of 
Echerichia coli. Infect. Immun., v.  18, p. 775-779, 1977. 
 
KUDVA, I. T.; HATFIELD, P. G.; HOYDE, C. J. Escherichia coli O157:H7 in 
microbial flora of sheep. J. Clin. Microbiol., v. 34, p. 431-433, 1996. 
 
LAHTI, E.; EKLUND, M.; RUUTU, P.; SIITONEN, L.; TANTALA., P.; HONKANEN-
BUZALSKI, T. Use of phenotyping and genotyping to verify transmission of 
Escherichia coli O157:H7 from dairy farms. J. Clin. Microbiol., v. 21, p. 189-195, 
2002. 
110 
 81 
LEOMIL, L.; AIDAR-UGRINOVICH, L.; GUTH, B. E.; IRINO, K.; VETTORATO, M. 
P.; ONUMA, D. L.; de CASTRO, A. F. Frequency of Shiga toxin-producing 
Escherichia coli (STEC) isolates among diarrhea and non-diarrheic calves in Brazil. 
Vet. Microbiol., v. 97, p. 103-109, 2003.  
 
LEVINE, M. M. Escherichia coli that cause diarrhea: enterotoxigenic, 
enteropathogenic, enteroinvasive, enterohemorrhagic, and enteroadherent. J. 
Infect. Dis., v.  155, p. 377-389, 1987. 
 
LOUIE, M.; READ, S.; LOUIE, L.; ZIEBELL, K.; RAHN, K.; BORCZYK, A.; LIOR, H. 
Molecular typing methods to investigate transmission of Escherichia coli O157:H7 
from cattle to humans. Epidemiol. Infect., v.  123, p. 17-24, 1999. 
 
MACHADO, J.; GRIMONT, F.; GRIMONT, P. A. Identification of E. coli flagellar 
types by restriction of the amplified fliC genes. Res. Microbiol., v. 151, p. 535-546, 
2000. 
 
MARCH, S. B.; RATNAM, S. Sorbitol-MacConkey medium for detection of 
Escherichia coli O157:H7 associated with hemorrhagic colitis. J. Clin. Microbiol., 
v. 23, p. 869-872, 1986. 
 
MAULE, A. Survival of verocytotoxigenic Escherichia coli O157:H7 in soil, water 
and on surfaces. Symp. Ser. Soc. Appl. Microbiol., v. 29, p. 71S-78S, 2000. 
111 
 81 
MEAD, P. S.; SLUTSKER, L.; DIETZ, V.; McCAIG, L. F.; BRESEE, J. S.; 
SHAPIRO, C.; GRIFFIN, P. M.; TAUXE, R. V. Food-related illness and death in the 
United States. Emerg. Infect. Dis., v. 5, p. 607-625, 1999. 
 
McDANIEL, T.K.; JARVIS, J.G.; DONNENBERG, M. S.; KAPER, J. B. A genetic 
locus of enterocyte effacement conserved among diverse enterobacterial 
pathogens. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., v. 92, p.1664-1668, 1995. 
 
McDANIEL, T. K.; KAPER, J. B. A cloned pathogenicity island from 
enteropathogenic Escherichia coli confers the attaching and effacing phenotype on 
E. coli K  12. Mol. Microbiol., v.  23, p. 399-407, 1997. 
 
MEAD, P. S.; SLUTSKER, L.; DIETZ, V.; McCAIG, L. F.; BRESSE, J. S.; 
SHAPIRO, C.; GRIFFIN, P. M.; TAUXE, R. V. Food-related illness and death in the 
United States. Emerg. Infect. Dis., v. 5, p. 607-625, 1999. 
 
MELTON-CELSA, A. R.; OBRIEN, A. D. Structure, biology and relative toxicity of 
Shiga toxin members for cells and animals. In: Kaper, J. B. And OBrien, A. D. 
(Ed).  Escherichia coli O157:H7 and other Shiga toxin-producing E. coli strains, 
ASM Press, Washington D. C, USA., p.121-128, 1998. 
 
MENG, J.; DOYLE, M. P. Microbiology of Shiga Toxin-Producing Escherichia coli 
in Foods. In: Kaper, J. B, and O'Brien, A. D (Ed.), Escherichia coli O157:H7 and 
112 
 81 
other Shiga toxin-producing E. coli strains. ASM Press, Washington. D.C., p.92-
108, 1998. 
 
MICHINO, H.; ARAKI, K.; MINAMI, S.; NAKAYAMA, T.; EJIMA, Y.; HIROE, K.; 
TANAKA, H.; FUJITA, N.; USAMI, S.; YONEKAWA, M.; SADAMOTO, K.; 
TAKAYA, S.; SAKAI, N. Recent outbreaks caused by Escherichia coli O157:H7 in 
Japan. In:  Kaper, J. B., and OBrien, A. D. (Ed): Escherichia coli O157:H7 and 
other Shiga toxin-producing E. coli strains. ASM Press, Washington, D. C., p. 73-
81, 1998.  
 
MOON, H. W.; WHIPP, S. C.; ARGENZIO, R. A.; LEVINE, M. M.; GIANNELA, R. 
A. Attaching and effacing activities of rabbit and human enteropathogenic 
Escherichia coli in pig and rabbit intestines. Infect Immun., v. 41, p.1340-1351, 
1983. 
 
MORA, A.; BLANCO, J. E.; BLANCO, M.; ALONSO, M. P.; DHABI, G.; ECHEITA, 
A.; GONZÁLEZ, E. A.; BERNÁRDEZ, M. I.; BLANCO, J. Antimicrobial resistence of 
Shiga toxin (verotoxin)-producing Escherichia coli O157:H7 and non-O157 strains 
isolated from humans, cattle, sheep and food in Spain. Res. Microbiol., v. 156, p. 
793-806, 2005. 
 
MOREIRA, C. N.; PEREIRA, M. A.; BROD, C. S.; RODRIGUES, D. P.; 
CARVALHAL, J. B.; ALEIXO, J. A. G. Shiga toxin-producing Escherichia coli 
113 
 81 
(STEC) isolated from healthy dairy cattle in southern Brazil, Vet. Microbiol., v.  93, 
Issue 3, 29 , p.  179-183, 2003. 
 
NAGANO, H.; OKUI, T.; FUJIWARA, O.; UCHIYAMA, Y.; TAMATE, N.; KUMADA, 
H.; MORIMOTO, Y.; YANO, S.  Clonal structure of Shiga toxin (Stx)-producing and 
β-D-glucuronidase-positive Escherichia coli O157:H7 strains isolated from 
outbreaks and sporadic cases in Hokkaido, Japan. J. Med. Microbiol., v. 51, p. 
405-416, 2002. 
 
NAGANO, H.; HIROCHI, T.; FUJITA, K.; WAKAMORI, Y.; TAKESHI, K.; YANO, S. 
Phenotypic and genotypic characterization of β-D-glucuronidase-positive Shiga 
toxin-producing Escherichia coli O157:H7 isolates from deer. J. Med. Microbiol., 
v. 53, p. 1037-1043, 2004. 
 
NATARO, J.P.; KAPER, J. B. Diarrheagenic Escherichia coli. Clin. Microbiol. 
Rev., v. 11, p.  142-201, 1998. 
 
NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY SATANDARDS. 
Performance standards for antimicrobial disk susceptibility tests. Seventh ed., 
approved standard M2-A7. Committee for Clinical Laboratory Standards, 
Wayne, PA, 2000.  
 
114 
 81 
NICHOLLS, L.; GRANT, T. H.; ROBINS-BROWNE, R. M. Identification of a novel 
genetic locus that is required for in vitro adhesion of a clinical isolate of 
enterohemorrhagic Escherichia coli to epithelial cells. Mol. Microbiol., v. 35, p. 
275-288, 2000. 
 
NIELSEN, E. M.; SCHEUTZ, F. Characterization of Escherichia coli O157 isolates 
from Danish cattle and human patients by genotyping and presence and variants of 
virulence genes. Vet. Microbiol., v. 88, p. 259-273, 2002. 
 
OBRIEN, D. D.; THOMPSON, M. R.; CANTEY, J. R.; FORMAL, S. B. Production 
of a Shigella dysenteriae-like toxin by pathogenic Escherichia coli. Abstr. B-103, In: 
Abstracts of the 77th Annual Meeting of the American Society for 
Microbiology. American Society for Microbiology, Washington D.C., 1977. 
 
OBRIEN, A. D.; LAVECK, G. D.; THOMPSON, M. R.; FORMALI, S. B. Production 
of Shigella dysenteriae type 1-like cytotoxin by Escherichia coli. J. Infect. Dis., v. 
146, p. 763-769, 1982. 
 
O´BRIEN, A. D.; LIVELY, T. A.; CHEN, M. E.; ROTHMAN, S. W.; FORMAL, S. B. 
Escherichia coli O157:H7 strains associated with hemorrhagic colitis in the United 
States produce a Shigella dysenteriae 1 (Shiga) like cytotoxin. Lancet i: p. 702, 
1983. 
 
115 
 81 
OBRIEN, A. D.; TESH, V. L.; DONOHUE-ROLFE, A.; JACKSON, M. P.; OLSNES, 
S.; SANDVIG, K.; LINDBERG, A. A.; KEUSCH, G. T. Shiga-toxin; biochemistry, 
genetics, mode of actin and role in pathogenesis. Curr. Top. Microbiol. Immunol., 
v. 180, p.65-94, 1992. 
 
OBRIEN, S.; ADAK, G. K.; GILHAM, C. Contact with farming environment as a 
major risk factor for Shiga toxin (vero cytotoxin)-producing Escherichia coli O157 
infection in humans. Emerg. Infect. Dis., v. 7, p. 1049-1051, 2001. 
 
ORTH, D.; GRIF, K.; DIERICH, M. P.; WURZNE, R. Sorbitol-fermenting Shiga 
toxin-producing Escherichia coli O157: indications for an animal reservoir. 
Epidemiol. Infect., p.1-5, 2005. 
 
OSWALD, E.; SCHMIDT, H.; MORABITO, S.; KARCH, H.; MAECHES, O.; 
CAPRIOLI, A. Typing of intimin genes in human and animal enterohemorrhagic 
and enteropathogenic Escherichia coli: Characterization of a new intimin variant. 
Infect. Immun., v. 68, p.64-71, 2000. 
 
PATON, J. C.; PATON, A. W. Pathogenesis and diagnosis of Shiga toxin-
producing Escherichia coli Infections. Clin. Microbiol. Rev., v.  11, p. 450-470, 
1998. 
 
116 
 81 
PATON, J. C.; PATON, A. W. Molecular characterization of the locus encoding 
biosyntheisi of the lipopolysaccharide O antigen of Escherichia coli serotype O113. 
Infect. Immun., v. 67, p. 5930-5937, 1999. 
 
PATON, A. W.; MANNING, P. A.; WOODROW, M. C.; PATON, J. C. Translocated 
Intimin Receptors (Tir) of Shiga-toxigenic Escherichia coli isolates belonging to 
serogroups O26, O111, and O157 react with sera from patients with hemolytic-
uremic syndrome and exhibit marked sequence heterogeneity. Infect. Immun., v. 
66, p. 5580-5586, 1998b. 
 
PATON, A. W.; SRIMANOTE, P.; WOODROW, M. C.; PATON, J. C.  
Characterization of Saa, a novel autoagglutinating adhesin produced by locus of 
enterocyte effacement-nagative Shiga-toxigenic Escherichia coli strains that are 
virulent for humans. Infect. Immun., v.  69, p. 6999-7009, 2001. 
 
PEREIRA, R. S. M. G.; CHEBABO, A.; CERQUEIRA, I.; STERN, L.; FERREIRA, 
F.; FESTIVO, M.; NUNES, V.; RODRIGUES, D. Caracterização de Escherichia coli 
O157 produtoras de Stx em pacientes com diarréia no Rio de Janeiro. XXIII 
Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2005. 
 
PERES, S. P.; MARCHES, O.; DAIGLE, F.; NOUGAYREDE, J. P.; HERAULT, F.; 
TASCA, C.; DeRycke.; OSWALD, E. A new cytolethal distending toxin (CDT) from 
Escherichia coli producing CMF2 blocks HeLa cell division in G2/M phase. Mol. 
Microbiol., v. 24, p. 1095-1107, 1997. 
117 
 81 
PICKET, C. L.; COTTLE, D. L.; PESCI, E. C.; BIKAH, G. Cloning, sequencing, and 
expression of the Escherichia coli cytolethal distending toxin genes. Infec. 
Immun., v. 62, p. 1046-1051, 1994. 
 
PIGATTO, C. P.; FARAH, S. M. S. S.; RODRIGUEZ, M. C.; SILVA, L .R.; LORIA, 
G.; CALOMENO, M. A. Escherichia coli O157:H7 em bezerros leiteiros de 
propriedades da região Sudeste do Paraná. XXII Congresso Brasileiro de 
Microbiologia, Florianópolis, MV0167, 2003. 
 
POLLARD, D. R.; JOHNSON, W. M.; LIOR, H.; TYLER, S. D.; ROZEE, K. R. 
Differentiation of Shiga toxin and Vero ctyotoxin type 1 genes by polymerase chain 
reaction. J. Infect. Dis., v. 162, p. 1195-1198, 1990. 
 
PRESTON, M. A.; JOHNSON, W.; KHAKHRIA, R.; BORCZYK, A.  Epidemiologic 
subtyping of Escherichia coli serogroup O157 strains isolated in Ontario by phage 
typing and pulsed-field gel electrophoresis. J. Clin. Microbiol., v. 38, p. 2366-
2368, 2000. 
 
RAMACHANDRAN, V.; BRETT, K.; HORNITZKY, M. A.; DOWTON, 
M.;BETTELHEIM, K. A.; WALKER, M. J.; DJORDJEVIC, S. P. Distribution of 
intimin subtypes among Escherichia coli isolates from ruminant and human 
sources. J. Clin. Microbiol., v. 41, p. 5022-5032, 2003. 
 
118 
 81 
RILEY, L. W.; REMIS, R. S.; HELGERSON, S. D.; MACGEE, H. B.; WELLS, J. G.; 
DAVIS, B. R.; HERBERT, R. J.; OLCOTTl, E. S.; JOHNSON, L. M.; HARGRETT, 
N. T.; BLAKE, P. A.; COHEN, M. L. Hemorrhagic colits associated with a rare 
Escherichia coli serotype. N. Engl. J. Med., v.  308, p.  681-685, 1983. 
 
SCHETS, F.M.; DURING, M.; ITALIAANDER, R.; HEIJNEN, L.; RUTJES, S.A.; van 
der ZWALUW, V.V.K.; RODA HUSMAN, A.M. Escherichia coli O157:H7 in drinking 
water from private water supplies in the Netherlands. Water Res., v. 39, p. 4485-
4493, 2005. 
 
SCHMIDT, H.; MONTAG, M.; BOCKEMUHL, J.; HEESEMANN, J.; KARCH, H. 
Shiga-like toxin II-related cytotoxins in Citrobacter freundii strains from humans and 
beef samples. Infect. Immun., v. 61, p.  534-543, 1993. 
 
SCHMIDT, H.; KARCH, H.; BEUTIN, L. The large sized plamids of 
enterohaemorrhagic Escherichia coli O157:H7 strains encode hemolysins wich are 
presumably members of the E. coli alpha-hemolysin family. FEMS Microbiol. 
Lett., v. 117, p.189-196, 1994. 
 
SCHROEDER, C. M.; ZHAO, C.; DEBROY, C.; TORCOLINI, J.; ZHAO, S.; WHITE, 
D. G.; WAGNER, D. D.; McDERMOTT, P. F. Antimicrobial resistance of 
Escherichia coli O157 isolated from humans, cattle, swine, and food. Appl. 
Environ. Microbiol., v. 68, p. 576-581, 2002. 
 
119 
 81 
SCOTT, D. A.; KAPER, J. B. Cloning and sequencing of the genes encoding 
Escherichia coli cytolethal distending toxin. Infect. Immun., v. 62, p. 244-251, 
1994. 
 
TARR, P. I.; NEILL. M. A.; CLAUSEN, C. R.; WATKINS, S. L.; CHRISTIC, D. L.; 
HICKMAN, R. O. Escherichia coli O157:H7 and the hemolytic uremic syndrome: 
importance of early cultures in establishing the etiology. J. Infect. Dis., v. 162, p. 
553-556, 1990. 
 
TARR, P. I.; BILGE, S. S.; JAMES, C.; VARU, JR.; JELACIC, S.; HABEEB,  R. L.; 
WARD, T. R.; BAYLOR, M. R.; BESSER, T. E. Iha: a novel Escherichia coli 
O157:H7 adherence-conferring molecule encoded on a recently acquired 
chromossomal island of conserved structure. Infect. Immun., v.  68, p. 1400-1407, 
2000. 
 
TARR, C. L.; WHITTAM, T. S. Molecular evolution of the intimin gene in O111 
clones of the pathogenic Escherichia coli. J. Bacteriol., v. 184, p. 479-487, 2002. 
TATARCZAK, M; WIECZOREK, K; POSSE, B.; OSEK, J. Identification of putative 
adhesin genes in Shiga toxigenic Escherichia coli isolated from different sources. 
Vet Microbiol. v. 110, p. 77-82, 2005. 
 
TATSUNO, I.; HORIE, M.; ABE, H.; MIKI, T.; MAKINO, K.; SHINAGAWA, H.; 
TANIGUCHI, H.; KAMIYA, S.; HAYASHI, T.; SASAKAWA, C. toxB gene on pO157 
120 
 81 
of enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7 is required for full epithelial cell 
adherence phenotype. Infect. Immun., v.  69, p. 6660-6669, 2001. 
 
TOLEDO, M. R. F.; FONTES, C. F.; TRABULSI, L. R. -EPM- modificação do meio 
de Rugai e Araújo para a realização simultânea dos teste de produção de gás a 
partir de glicose, H2S, urease e triptofano desaminase. Rev. Microbiol. (São 
Paulo), v. 13, p. 309-315, 1982a.  
 
TOLEDO, M. R. F.; FONTES, C. F.; TRABULSI, L. R. -Mili- um meio para a 
realização dos testes de motilidade, indol e lisina descarboxilase. Rev. Microbiol. 
(São Paulo), v. 13, p. 230-235, 1982b.  
 
TOMA, C.; MARTINEZ ESPINOSA, E.; SONG, T.; MILIWEBSKY, E.; CHINEN, I.; 
IYODA, S.; IWANAGA, M.; RIVAS, M. Distribution of putative adhesins in different 
seropathotypes of Shiga toxin-producing Escherichia coli. J. Clin. Microbiol., v. 
42, p. 4937-4946, 2004. 
 
TORRES, A. G.; GIRON, J. A.; PERNA, N. T.; BURLAND, V.; BLATTNER, F. A.F.; 
KAPER, J. B. Identification and characterization of lpfABCC´DE, a fimbrial operon 
of enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7. Infect. Immun., v.  70, p. 5416-
5427, 2002. 
 
121 
 81 
TORRES, A. G.; VAZQUEZ-JUAREZ, R. C.; TUTT, C. B.; GALLEGOS, J. G. G. 
Pathoadaptive mutation that mediates adherence of Shiga toxin-producing 
Escherichia coli O111. Infect. Immun., v. 73, p. 4766-4776, 2002. 
 
TOTH, I.; HERAULT, F.; BEUTIN, L.; OSWALD, E. Production cytolethal 
distending toxin by pathogenic Escherichia coli isolated from human and animal 
sources: Establishment of the existence of a new cdt variant (type IV). J. Clin. 
Microbiol., v. 41, p. 4285-4291, 2003. 
 
TYLER, D. D.; JOHNSON, W.; LIOR, H.; WANG, G.; ROZEE, K. R. Identification of 
verotoxin type 2 variant B subunit genes in E. coli by the polymerase chain reaction 
and restriction fragment length polymorphism analysis. J. Clin. Microbiol., v. 29, 
p. 1339-1343, 1991. 
 
URBINA, D.; ARZUZA, O.; YOUNG, G.; PARRA, E.; CASTRO, R.; PUELLO, M. 
Rotavirus type A and other enteric pathogens in stool samples from children with 
acute diarrhea on the Colombian northern coast. Int. Microbiol., v. 6, p. 27-32, 
2003. 
 
VAZ, T. M. I.; IRINO, K.; KATO, M. A. M. F.; DIAS, A. M. G.; GOMES, T. A. T.; 
MEDEIROS, M. I. C.; ROCHA, M. M. M.; GUTH, B. E. C. Virulence Properties and 
Characteristics of Shiga toxin-producing Escherichia coli in São Paulo, Brazil, from 
1976 through 1999. J. Clin. Microbiol., v. 42, p. 903-905, 2003. 
 
122 
 81 
VAZ, T. M.; IRINO, K.; KATO, M. A.; DIAS, A. M.; GOMES, T. A.; MEDEIROS, M. 
I.; ROCHA, M. M.; GUTH, B. E. Virulence properties and characteristics of Shiga 
toxin-producing Escherichia coli in São Paulo, Brazil, from 1976 throug 1999. J. 
Clin. Microbiol., v. 42, p. 903-905, 2004. 
 
VAZ, T. M.; IRINO, K.; NISHIMURA, L. S.; NOVELLA, M. C. C.; GUTH, B. E. C. 
Genetic diversity of Shiga toxin-producing Escherichia coli strains isolated in São 
Paulo, Brazil, from 1976 through 2003 as revealed by Pulsed Field Gel 
Electrophoresis. J. Clin. Microbiol., v. 44, p. 798-804, 2006. 
 
VERNOZY-ROZAND, C. Detection of Escherichia coli O157:H7 and other 
verocytotoxin-producing E. coli (VTEC) in food. J. Appl. Microbiol., v. 82, p. 537-
551, 1997. 
 
VERNOZY-ROZAND, C.; MONTET, M. P.; BERTIN, Y.; TRABLY, F.; 
GIRARDEAU, J. P.; MARTIN, C.; LIVRELLI, V. L.; BEUTIN, L. Serotyping, stx2 
subtyping, and characterization of the locus of enterocyte effacement island of 
Shiga toxin-producing Escherichia coli and E. coli O157:H7 strains Isolated from 
the environment in France. Appl. Environ. Microbiol., v. 70, p. 2556-2559, 2004. 
 
WALLACE, J. S.; CHEASTY, T.; JONES, K. Isolation of vero cytotoxin-producing 
Escherichia coli O157 from wild birds. J. Appl. Microbiol., v.  82, p. 399-404, 
1997. 
 
123 
 81 
WANG, G.; ZHAO, T.; DOYLE, M. P. Fate of enterohemorrhagic Escherichia coli 
O157:H7 in bovine feces. Appl. Environ. Microbiol., v.  62, p. 2567-2570, 1996. 
 
WHITTAM, T. S. Evolution of Escherichia coli O157:H7 and other Shiga toxin-
producing E. coli strains. In: KAPER, J. B. & O`BRIEN, A. D. (Editors): Escherichia 
coli O157:H7 and other Shiga toxin-producing E. coli strains, ASM Press, 
Washington, D. C. p. 195-209, 1998.  
 
WILLSHAW, G. A.; SMITH, H. R.; CHEASTY, T.; WALL, O. G.; ROWE, B. Vero 
cytotoxin-producing Escherichia coli O157 outbreaks in England and Wales, 1995: 
phenotypic methods and genotypic subtyping. Emerg. Infect. Dis., v. 3, p. 561-
565, 1997. 
 
YOH, M.; HONDA, T. The stimulating effect os fosfomycin, an antibiotic in common 
use in Japan, on the production/release of verotoxin-1 from enterohaemorrhagic 
Escherichia coli O157:H7 in vitro. Epidemiol. Infect., v. 119, p.  101-103, 1997. 
 
YOU, J.; MOON, B.; OH, I.; BAEK, B.; LI, L.; KIM, B.; STEIN, B. D.; LEE, J. H. 
Antimicrobial resistence of Escherichia coli O157 from cattle in Korea. J. Food. 
Microbiol., v. 106, p.74-78, 2005. 
 
YU, J.; KAPER, J. B. Cloning and characterization of the eae gene of 
enterohaemorrhagic Escherichia coli O157:H7. Mol. Microbiol. v. 6, p. 411-417, 
1992. 
124 
 81 
ZHANG, W. L.; KOHLER, B.; OSWALD, E.; BEUTIN, L.; KARCH, H.; MORABITO, 
S.; CAPRIOLI, A.; SEURBAUM, S.; SCHMIDT, H. Genetic diversity of intimin 
genes of attaching and effacing Escherichia coli strains. J. Clin. Microbiol., v. 40, 
p. 4486-4492, 2002. 
 
ZHENG, H.; JING, H.; WANG, H.; XIA, S.; HUW, CUI. S.; YANG, J.; PANG, B.; 
ZHAO, G.; ZHANG, J.; LI, H.; XU, J. Stx2-vha is the dominant genotype of Shiga 
toxin-producing Escherichia coli O157:H7 isolated from patients and domestic 
animals in three regions if China. Microbiol. Immunol., v. 49, p. 1019-1026, 2005. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* De acordo com a Associação Brasileira de Normas e Técnicas (ABNT) 
 
 
 
 
125 
 81 
ANEXOS
126 
 12
7 
A
ne
xo
 I.
 C
ar
ac
te
rís
tic
as
 fe
no
típ
ic
as
 e
 g
en
ot
íp
ic
as
 d
as
 a
m
os
tra
s 
ST
EC
 O
15
7:
H
7 
an
al
is
ad
as
  
Pa
ís
a 
Am
os
tr
a 
O
rig
em
b 
Ag
H
 
U
re
as
e
LC
D
c 
So
rb
ito
ld 
 
B
io
tip
o 
 
G
en
ót
ip
o 
st
x
Pe
rf
il 
de
 v
iru
lê
nc
ia
  
ea
e-
γ,e
hx
,e
fa
1,
ih
a,
lp
f O
15
7,t
ox
B
 
R
es
is
tê
nc
ia
 a
 
an
tim
ic
ro
bi
an
os
e 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10
9/
96
 
A
 
H
7 
- 
+ 
- 
1 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
14
5/
98
 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
2 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
14
6N
/9
9 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
2 
st
x 1
st
x 2
c 
+ 
E
S
T 
AR
G
 
14
8/
97
 
A
 
H
7 
- 
+ 
- 
1 
st
x 2
 
+ 
S
 
 
17
9/
03
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
4 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
43
8/
99
 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
5 
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
72
4/
01
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
1 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
E
S
T 
 
79
0/
01
 
H
 
H
7 
+ 
+ 
- 
1 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E
C
15
6/
90
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
6 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
E
C
25
5/
03
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
4 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
E
C
62
2/
03
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
2 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
33
7/
01
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
2 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
38
5/
01
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
2 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
14
3/
05
 
H
 
H
7 
- 
+ 
(+
) 
13
 
st
x 2
 
+ 
S
 
 
B
1/
1*
* 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
2 
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
B
18
/1
**
 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
7 
st
x 2
c 
+ 
S
 
B
R
 
E
C
39
3/
01
 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
3 
st
x 2
c 
+ 
TR
I 
 
G
C
14
8 
B
 
H
7 
- 
+ 
+ 
8 
st
x 2
 
+ 
S
 
 
E
C
33
9/
02
**
 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
9 
st
x 2
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
Y
B
20
 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
10
 
st
x 1
st
x 2
c 
+ 
E
S
T,
 S
U
L 
 
E
C
10
2/
97
* 
A
 
H
7 
- 
+ 
- 
5 
st
x 2
 
+ 
S
 
 
58
1/
1 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
3 
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
69
1/
1*
* 
B
 
H
7 
- 
- 
- 
3 
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
17
28
/1
**
 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
3 
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
17
70
/1
**
 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
3 
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
20
04
/1
 
B
 
H
7 
- 
+ 
- 
11
 
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12
7 
 C
on
tin
ua
çã
o.
 A
ne
xo
 I.
 C
ar
ac
te
rís
tic
as
 fe
no
típ
ic
as
 e
 g
en
ot
íp
ic
as
 d
as
 a
m
os
tra
s 
ST
EC
 O
15
7:
H
7 
an
al
is
ad
as
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pa
ís
a 
Am
os
tr
a 
O
rig
em
b 
Ag
H
 
U
re
as
e 
LC
D
c 
So
rb
ito
ld 
 
B
io
tip
o 
 
G
en
ót
ip
o 
st
x
Pe
rf
il 
de
 v
iru
lê
nc
ia
  
ea
eγ
,,e
hx
,e
fa
1,
ih
a,
lp
f O
15
7,t
ox
B
 
R
es
is
tê
nc
ia
 a
 
an
tim
ic
ro
bi
an
os
e 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
G
B
20
01
 
H
 
H
7 
+ 
+ 
- 
1 
st
x 2
 
+ 
S
 
C
H
 
S
H
U
28
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
4 
st
x 2
 
+ 
S
 
 
S
H
U
32
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
1 
st
x 2
 
+ 
S
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C
ol
 
55
8 
H
 
H
7 
- 
+ 
(+
) 
15
 
st
x 1
st
x 2
 
+ 
S
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E
D
L9
32
 
H
 
H
7 
- 
+ 
(+
) 
13
 
st
x 1
st
x 2
 
+ 
S
 
E.
U
.A
 
G
52
44
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
14
 
st
x 2
 
+ 
S
 
 
O
15
7/
14
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
1 
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
O
15
7/
16
 
H
 
H
7 
- 
+ 
- 
11
 
st
x 2
c 
+ 
S
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+ 
 
 
C
19
5 
A
 
H
7 
- 
+ 
- 
12
 
st
x 1
 
+ 
S
 
U
R
U
 
C
36
3 
A
 
H
7 
- 
+ 
- 
2 
st
x 1
st
x 2
 
+ 
S
 
 
M
1.
C
ol
5 
A
 
H
7 
- 
+ 
- 
12
 
st
x 1
st
x 2
 
+ 
S
 
 
H
U
S
56
4 
H
 
H
7 
+ 
+ 
- 
4 
st
x 2
 
+ 
S
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a , 
A
R
G
, A
rg
en
tin
a;
 B
R
, B
ra
si
l; 
C
H
, C
hi
le
; C
O
L,
 C
ol
ôm
bi
a;
 E
.U
.A
, E
st
ad
os
 U
ni
do
s;
 U
R
U
, U
ru
gu
ai
 
b , 
H
, h
um
an
a;
 B
, b
ov
in
a;
 A
, a
lim
en
to
 (c
ar
ne
 b
ov
in
a)
 
c , 
LC
D
, l
is
in
a 
de
sc
ar
bo
xi
la
se
 
d ,+
, r
ea
çã
o 
po
si
tiv
a 
em
 2
4 
ho
ra
s;
 (+
), 
po
si
tiv
o 
ta
rd
io
 (a
pó
s 
24
 h
or
as
); 
- r
ea
çã
o 
ne
ga
tiv
a 
(a
té
 1
4 
di
as
) 
e , 
E
ST
, e
st
re
pt
om
ic
in
a;
 T
R
I, 
tri
m
et
op
rim
; S
U
L,
 s
ul
fo
na
m
id
a 
* 
am
os
tra
 is
ol
ad
a 
de
 á
gu
a 
**
 a
m
os
tra
s 
ne
ga
tiv
as
 n
o 
en
sa
io
 p
ar
a 
a 
de
te
cç
ão
 d
a 
ex
pr
es
sã
o 
de
 to
xi
na
 
12
8 
 129 
Anexo II. Aprovação do Comitê de Ética Médica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
